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Vorwort. 

\\’ie  l)C‘i  (len  früheren  Anfhi.^en  \v>ii'  icli  Ireinülil,  neue 
erprobte  Methoden  einznfü.rten  nnd  alte,  die  mir  nicht  mehr 
zweckentsprechend  erschienen,  ansznmerzen.  Diesem 
(Irnndsatz  znl'ol,e:e  mnßten  anch  einige  \'()n  Ba  ng  angegebene 
\'erfahren.  die  sich  als  zn  schwierig  in  der  Ansführtmg  er¬ 
wiesen  hatten,  fortltleibcn,  während  z.  B.  seine  klassische 
Methode  der  Blntznckcrbestimmnng  geblieben  ist.  Die 
Bestimmung  des  Natrinms  nnd  der  (ilnkose  im  Harn 
sind  durch  andere  \’erfahren  ersetzt  worden,  die  voln- 
metrische  Bestimmnng  des  Harnstoffes  ist  als  entbehiiicli 
fortgeblieben.  Xen  hinzngekommen  sind  die  Bestimmnng 
des  Stickstoffes  durch  direkte  Xesslerisation,  die  Bestim¬ 
mnng  des  Kohlenstoffes,  für  die  Blntnntersuchnng  die 
Bestimmung  der  Sulfate,  des  Ammoniaks,  der  Fraktionen 
des  Blnteiweißes,  des  (dutathions  nnd  des  Indikans.  Der 
kolorimetrischcn  Milchsänre-Bestimmung  wurde  eine 
titrimetrische  Methode  beigefügt.  Ich  hoffe,  daß  diese 
Änderungen  den  Beifall  der  Freunde  des  Büchleins  finden 
werden. 

i\Iit  dieser  Auflage  ist  die  iMikromethodik  an  den  Wrlag 
von  Franz  Denticke  übergegangen.  Die  zum  Teil  unscharfen 
Abbildungen  wurden  durchweg  durch  neue  ersetzt.  Fs 
ist  mir  eine  angenehme  Pflicht,  dem  Wniagshause  für  seine 
verständnisvolle  iMitarbeit  zu  danken. 

Chicago,  November  lüßr). 
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Allgemeines. 


Grundregeln. 

iMir  mikrochemische  Arbeiten  gelten  im  allgemeinen 
dieselben  Regeln  wie  tür  chemisches  Arbeiten  überhaupt. 
Bei  den  geringen  Substanzmengen,  welche  für  die  Aus¬ 
führung  quantitativer  Mikroanalysen  angewandt  werden, 
kommt  es  ganz  besonders  auf  e.xaktes  Arbeiten  an.  Bs 
ist  klar,  daß  bei  Analysen  mit  kleinen  Mengen  die  Fehler- 
(juellen  eine  ganz  andere  Rolle  spielen  müssen  als  bei 
\’erwendung  größerer  Ouantitäten.  Diese  Fehlerquellen 
nach  Möglichkeit  zu  reduzieren,  ist  eine  Hauptaufgabe 
des  mikrochemischen  Arbeiters. 

Fehler  können,  ohne  daß  den  .\rbcitcr  eine  Schuld 
dabei  trifft,  schon  verursacht  sein  tlurch  ungeeignete 
Apparatur  sowie  durch  die  angewandten  Rcagcntien.  Hier 
möge  vor  allem  darauf  aufmerksam  gemacht  sein,  daß 
gewöhnliches  Natronglas  nur  für  kalte  Flüssigkeiten 
benutzt  werden  darf  —  man  kann  ohne  Bedenken  Meß¬ 
gefäße  u.  dgl.  aus  gewöhnlichem  ('dase  benutzen  — ,  daß 
zum  Kochen  aber  ausschließlich  Jenaer  (das  oder  Pyre.x- 
Glas  angewendet  wird.  Mitunter  kann  Kork,  öfter  Kaut¬ 
schuk,  besonders  alter,  sowohl  bei  .\nwendung  als  Stoiifen 
als  auch  als  Schlauch  zu  Fehlern  Anlaß  geben.  Reinere 
Resultate  erhält  man  .sicher  bei  Anwendung  nur  gläserner 
Wrbindungen  und  Apparaturen.  Bei  \'ereinigung  zweier 
Rohre  durch  Kautschukschlauch  achte  man  auf  ein  Zu¬ 
sammenstößen  dieser:  (das  an  (das.  Zum  h'iltriereii  werden 
vielfach  mit  Vorteil  statt  der  gewöhnlichen  Filter  die  Jenaer 
Filtergeräte  (Schott  N  ('icn.)  mit  einge.schmolzener  Filter¬ 
platte  verwendet,  die  trotz  des  ziemlich  hohen  Preises 
infolge  ihrer  bequemen  Handhabung,  guten  und  exakten 
.\rbeitens  unil  langer  \'erwendbarkeit  mannigfache  \ä)r- 
teile  bieten.  \’on  Reagentieii  sind  stets  die  allerrein-teii 
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cihältlich(;n  zu  wal)len.  Auch  diese  reinsten  Reagentien 
entlialten  liäufig  Beimengungen,  die  geeignet  sind,  die 
erhaltenen  Resultate  zu  fälschen.  So  gibt  es  beisniels- 
weise  im  Handel  keine  Schwefelsäure,  die  abLlut 
ammoniakfrei  wäre.  In  solchen  Fällen  ist  es  nicht 
zweckmäßig,  eine  noch  weitere  Reinigung  anzustreben: 
man  ai beitet  mit  den  nicht  ganz  reinen  Reagentien,  be¬ 
stimmt  aber  vor  der  Ingebrauchnahme  die  Größe'  des 
betreffenden  Fehlers,  welcher  dann  m  alle  Berech¬ 
nungen  eingesetzt  wird.  Solche  Bestimmungen  sind  jedes¬ 
mal  zu  wiederholen,  wenn  man  eine  neue  l’ackung  der 
Substanz  anbricht.  Während  des  Gebrauches  ist  dafür 
Sorge  zu  tragen,  daß  eine  ^'eränderung  nicht  eintritt.  In 
diesem  Sinne  ist  auch  das  destillierte  Wasser  dauernd  zu 
kontrollieren.  Für  manche  Zwecke  ist  doppelt-destilliertes 
Wasser  zu  verwenden,  das  sorgfältig  aufgehoben  werden 
muß.  Die  lür  die  Mikromethodik  bestimmten  Reagentien 
sind  in  gut  verschlossenen  I-laschen  aufzubewahren: 
unter  besonderen  FTmständen  kann  man  das  Eindringen 
schädigender  Substanzen  durch  besondere  Maßnahmen 
hintenanhalten,  beispielsweise  die  Flasche  mit  der  für 
die  Mikrokjeldahlmethodik  bestimmten  Schwefelsäure  mit 
einem  \'crschluß  in  der  Art  einer  mit  Schwefelsäure 
gelüllten  Gaswaschflasche  zur  Zurückhaltung  des  Ammo¬ 
niaks  versehen.  Den  Räumen,  in  denen  Analysen  aus¬ 
geführt  werden,  sind  solche  Dämpfe  und  Gase,  welche  die 
Reaktion  beeinflussen  können,  selbstverständlich  fernzu- 
haltcn;  die  Ausführung  einer  .Mikrokjedahldestillation 
in  einem  Raum  mit  Ammoniakdämpfen  ohne  besondere 
\  Ol  sichtsmaßregeln  zur  Zurückhaltung  des  Ammoniaks 
(vgl.  S.  3.'),  12)  fülirt  naturgemäß  zu  den  schwersten  Fehlern. 

\  on  allgemein  gebrauchten  Apparaten  ist  zunächst  die 
Luftpumpe  zu  erwähnen,  die  außer  zur  Erzielung  eines 
Vakuums  in  Saugflaschen,  Exsikkatoren  bei  der  Destil¬ 
lation  wie  auch  beim  Absaugen  schädlicher  Dämpfe  (S.  13) 
gebraucht  wird.  Lür  die  in  Erage  kommenden  Zwecke 
eignet  sich  am  besten  die  einlache  Wkisserstrahljiiimpe, 
die  au  jede  Leitung  mit  nicht  zu  geringem  Druck  an¬ 
geschlossen  wei'deii  kann.  Lür  viele  Merfahreii  ist  das 
\  orliaiideusein  einer  Zent  ri  luge  erfoi'deriich.  Je  größer 


ihro  UnKlreluingszalil,  desto  sclinellcr  das  Ail)eit('n;  es 
kommen  daher  nur  meclianiscli  l)etriel)ene  Zentrifugen 
in  Hetraclit,  von  denen  die  elektriscli  betriebenen  den 
\’orzug  verdienen,  da  meist  nur  sic  die  eihorderliehcn 
.')()()()  1000  Touren  in  der  'Minute  machen.  Ihn  ein  un¬ 

nötig  langes  Zentrifugieren  zu  vermeiden  bei  der 
Arbeit  wird  liäufig  daran  vergessen,  die  Zentrifuge  zur 
Zeit  abzustcllen  —  schaltet  man  zwcckmäOig  einen  auto¬ 
matischen  Ausschalter  ein,  der  nach  einer  bestimmten, 
jedesmal  einzustellcndcn  Zeit  die  Zentrifuge  sellisttätig 
zum  Stehen  bringt.  Die  neuen  an  Ketten  aufgehängten 
Zentrifugen  haben  sich  sehr  gut  bewährt.  J£s  sei  das 
sehr  genaue  Auswiegen  der  Zentrifugenbecher  mit  Inhalt 
betont:  nur  wenn  die  gegenüberliegenden  Behälter  im 
(lewichte  vollständig  gleich  sind,  kann  die  Abschleuderung 
in  erwünschter  scharfer  Weise  erfolgen  und  die  Zentrifuge 
vor  Schädigung  bewahrt  bleiben.  Es  sind  daher  stets  vor 
jedem  Zentrifugieren  die  Becher  mit  Inhalt  gegeneinander 
auszutarieren.  Xatürlich  darf  auch  nicht  vergessen  werden, 
die  Zentrifuge  regelmäßig  zu  schmieren.  Am  besten  ver¬ 
wendet  man  für  Zentrifugengläser  nur  Jenaer  (jlas,  bzw. 
Pyrex-(das.  In  solchen  Gläsern  kann  man  sogar  Ver¬ 
aschungen  geringer  Substanzmengen  im  Sandbad  bei 
löO  ‘iOO“  vornehmen  und  kann,  ohne  urnzugießen,  im 
selben  Glas  fällen,  auswaschen  und  titrieren. 

Als  besonders  zweckmäßig  haben  sich  für 
viele  \’ersuchc  Zentrifugengläser  mit  konisch 
ausgebildetem  Boden  (Abb.  1)  erwiesen.  Be¬ 
sonders  bei  sparsamen  Xiederschlä- 
schützen  sie  gegen  N'eiiuste.  Sie 
dürfen  jedoch  nicht  zu  stark  zu 
gespitzt  sein;  es  ist  dann  schwer, 
die  zu  sehr  eingedrückten  Nieder¬ 
schläge  zur  Titration  etc.  in  Lösung 
Abb.  1.  zu  bringen,  anderseits  die  Gläser  Abb.  2. 
gut  zu  reinigen.  Gelegentlich  leisten 
Zentrifugengläser  mit  eingeschliffenem  Glasstopfen  gute 
Dienste. 

Für  besondere  Zwecke  werden  Zentrifugengefäße  aus 
glühfester  Porzellanmasse  \erwendet  (.\bb.‘i).  Diese  ver- 
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einigen  in  sich  die  Eigenschaften  eines  Zentrifugengefäßes 
lind  eines  Porzellantiegels.  Es  kann  in  ihnen  ohne  nm- 
zngießen  verascht,  gefällt,  ausgewaschen,  geglüht  und  ge¬ 
wogen  werden.  Hiezu  wird  eine  Drahtschlinge  unter  dem 
Willst  des  Röhrchens  herumgelegt,  mit  welcher  es  am 
Haken  der  .Analysenwaage  anfgehängt  wird. 

Messen  und  Wägen. 

Besondere  Aufmerksamkeit  erfordert  das  Messen  und 
Wägen.  Bei  den  biochemischen  Untersuchungsmethoden, 
die  hier  geschildert  werden,  ist  eine  Mikrowage  im 
eigenüichen  Sinne  nicht  erforderlich.  Sämtliche  Wägungen, 
die  hier  in  Betracht  kommen,  können  mit  einer  empfind¬ 
lichen  chemischen  Analysenwage  ausgeführt  werden: 
das  gilt  sowohl  für  die  Herstellung  von  Reagenz¬ 
lösungen  wie  für  die  Wägung  von  Niederschlägen.  Bei 
Herstellung  von  Reagentienlösungen,  insbesondere  bei  der 
Bereitung  von  Testlösungen  sind,  um  die  Wägefehler  mög¬ 
lichst  zu  reduzieren,  als  Ausgangsmaterial  nicht  zu  kleine 
Quantitäten  zu  wählen  und  die  erforderliche  Konzentration 
lieber  durch  Verdünnung  herzustellen.  Für  das  System 
der  Mikroanalyse  des  Blutes  nach  Bang  genügt  im  Not¬ 
fälle  ebenfalls  jede  Analysenwage,  besonders  Ketten- 
Wagen,  wie  sie  von  amerikanischen  Firmen  hergestellt 
werden,  sind  geeignet;  es  ist  jedoch  dann  erforderlich, 
daß  die  notwendigen  Gewichte  sofort  zur  Hand  sind, 
da  diese  Wägungen  außerordentlich  schnell  ausgeführt 
werden  müssen.  Diese  Notwendigkeit  der  sehr  schnellen 
Wägmng,  die  dadurch  bedingt  ist,  daß  ilas  in  kleinen  Lösch- 
paiiierblättchen  aufgesaugte  Blut  durchWasserverdunstung 
sehr  bald  an  Gewicht  verliert,  hat  zur  Anwendung  von 
selir  schnell  arbeitenden  Torsionswagen  geführt,  z.  B. 
der  von  Hartmann  &  Braun,  Frankfurt  a.  M. 

Besondere  Wichtigkeit  kommt  den  messenden  Me¬ 
thoden  zu.  bis  gelten  hier  im  wesentlichen  die  gleichen 
\ä)r.schriften  wie  bei  den  Makrobestimmungsmethoden; 
es  ist  auf  größte  Genauigkeit  der  .Meßgefäße  Gewicht 
zu  legen.  Die  verwendeten  Pipetten  prüfe  man  vorher 
genau,  wenn  nötig  durch  .Auskalibrieren  mit  Onccksilber; 


am  besten,  wenn  aneli  recht  teuer,  sind  staatlich  geeichte 
Pipetten.  Sonst  verwende  man  für  die  gleicdien  Zweck(‘ 
stets  die  gleichen  Pipetten,  stelle  insbesondere  fest,  ob 
die  Pipetten  auf  Abstreichen  oder  auf  Ausblasen  geeicht 
sind,  und  vergesse  nie,  dieselbe  lÜpette  stets  in  der 
gleichen  Weise  zu  verwenden.  Wenn  möglich,  arbeite 
man  mit  \’ollpipctten,  die  in  genügender  Menge  sauber 
und  trocken  zur  Hand  sein  müssen.  Wenn  anomale  Maßi: 
gebraucht  werden  (z.  B.  bei  der  Bangschen  Zucker- 
bestimmnng  Pipetten  von  0,5  ccm  Inhalt),  so  lasse  man 
sie  besonders  an  fertigen.  Man  wird  trotzdem  die  Meß¬ 
pipetten  nicht  entbehren  können.  Hier  verwende  man, 
wenn  möglich,  nur  geeichte  Pipetten,  die  aller  nicht  bis 
zum  Ende  kalibriert  sein  dürfen,  da  die  Abmessung  des 
Restes  Schwierigkeiten  macht.  Sie  müssen  in  allen 
(irößen  vorhanden  sein,  so  daß  man  für  jede  abzu¬ 
messende  Menge  eine  passende  Pipette  verwenden  kann. 
Man  gebrauche  stets  die  Meßpipette,  deren  Gesamtinhalt 
die  abzumessende  Flüssigkeitsmenge  nur  wenig  übertrifft : 
zur  Abmessung  von  2,0  ccm  z.  B.  eine  5-ccm-Pipette, 
für  7,5  ccm  eine  10-ccm-Pipette. 

Das  gleiche  wie  für  die  Pipetten  gilt  für  die  Büretten. 
Für  manche  Zwecke  der  Mikroanalyse  genügen  gewöhnliche, 
in  \  20  ^cm  geteilte  Büretten;  für  spezielle  Zwecke  sind 
Mikrobüretten  erforderlich,  die  in  ccm  eingeteilt 
sind.  Während  bei  den  gewöhnlichen  Büretten  unter 
Umständen  ein  Klemmverschluß  genügt,  müssen  diese 
Mikrobüretten  unbedingt  mit  einem  Glashahn  versehen 
sein.  i\Ian  achte  darauf,  daß  die  Hähne  nicht  zu  stark 
gefettet  werden.  Die  Tropfengröße  muß  eine  so  gelinge 
sein,  daß  ein  Tropfen  ungefähr  2  Teilstrichen  der  Bürette 
entspricht.  Da  eine  Füllung  dieser  Apparate,  die  natur¬ 
gemäß  ein  sehr  enges  Rohr  haben,  in  direkter  Whnsc  mit 
Schwierigkeit  verknüpft  ist,  sind  diese  Büretten  so  kon¬ 
struiert,  daß  ein  am  unteren  Teil  abgehendes  kommuni¬ 
zierendes  Rohr,  das  durch  einen  Glashahn  gegen  die  Bürette 
abgeschlossen  werden  kann,  an  seinem  oberen  Ende  in 
einem  \'orratsgefäß  endigt,  welches  imstande  ist,  so  viel 
Flüssigkeit  aufzunehmen,  daß  man  die  Bürette  daraus 
(S — lOmal  anffüllen  kann  (s.  Abb.  ß).  Das  Rohr  .sei  nicht 


zu  eng,  ebenso  sei  der  Hals  des  Reservoirs  weit  genug 
um  die  Losung  bequem  eingießen  zu  können,  ohne  daß 
SIC  1  sclnver  entfernbare  Luftblasen  zwischen  die  Flüssigkeit 
setzen.  Für  Flüssigkeiten,  welche  durch  Licht  verändert 
werden,  werden  Büretten  benutzt,  bei  denen 


Abb.  ;3. 


\orratsgefäß  und  der  zur  Bürette 
fühlende  Schenkel  aus  braunem 
Cilase  gefertigt  sind  (Abb.  4).  Für 
die  Bürette  selbst,  die  ja  nur  für 
kurze  Zeit  mit  der  Flüssigkeit  ge¬ 
füllt  ist,  nimmt  man  weißes  Glas, 
damit  die  Ablesung  nicht  erschwert 
ist.  Um  Eindringen  von  CO.^,  NHg 
pp.  aus  der  Luft,  die  eine  Ände¬ 
rung  des  Titers  veranlassen  können, 
zu  \’erhindern,  schaltet  man  ein 
Absorptionsgefäß  vor.  Wenn  mög¬ 
lich,  sollen  die  Büretten  hinten  weiß 
hinterlegt  sein,  einen  ,,Schellbach- 
streifen“  tragen. 

Auf  die  Herstellung  der  Maß¬ 
flüssigkeiten  ist  größte  Sorgfalt 
zu  verwenden.  Besonders  ist  zu 
beachten,  daß  eine  große  Zahl 


Abb.  4. 


von  Titrierlösungen,  besonders  sehr 
geringer  Konzentration,  sich  schlecht  hält  und  bald  ihren 
Titer  ändert.  Das  gilt  in  erster  Linie  von  der  Jodlösung 
und  der  Natriumthiosulfatlösung,  die  jedesmal  frisch 
aus  höher  konzentrierten  Lösungen,  die  selbstverständlich 
auch  nachkontrolliert  werden  müssen,  zu  bereiten  sind. 
Man  hält  sich  zweckmäßig  i/jo  Normallösungen,  die  man 
entweder  fertig  bezieht  oder  selbst  nach  den  Regeln  der 
Maßanalyse  herstellt,  und  bereitet  aus  ihnen  die  für  den 
betreflenden  Tag  erforderlichen  Mengen  der  gebrauchten 
Lösung.  Wo  der  Transport  fertiger  Lösungen  schwierig 
und  teuer  ist,  kann  man  auch  von  fabrikmäßig  hergestellten, 
in  .'\mpullen  eingeschmolzenen  Salzen,  bzw.  konzentrierten 
Lösungen  au.sgehen  (Fi.xanal  oder  ähnliche  Präparate), 
flie  nach  Anweisung  aufgelöst,  ohne  Wägung  u.  dgl. 
Normallösungen  ergeben.  \ä)r  allem  müssen  auch  ver- 
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sdiicdi'nc  M<ißfliissigkeiU-n.  mit  dciu'ii  gcgcMudnander  titriert 
wird  —  z.  K.  Silhernitrat  und  Rhudanamninnium  bei  der 
Clilurbostimmung  —  gciuui  aufeinander  eingestellt  sein. 
Ldsnngen  ^■ml  Säuren,  Langen,  auch  von  Silbernitrat, 
wenn  in  dunkler  Flasche  gegen  Licht  geschützt  anfbewahrt, 
halten  sich  auch  in  geringen  Konzentrationen.  Alle  Lö¬ 
sungen  sind,  bevor  man  sie  zum  Füllen  der  Büretten  nsw. 
verwendet,  gut  dnrchznmischcn,  da  besonders  bei  niederer 
Temperatur  viel  Lösungen  sehr  leicht  ,, entmischen“. 

Am  besten  verwendet  man  ganz  trockene  Pipetten  bzw. 
Büretten.  Noch  etwas  feuchte  sind  mit  der  betreffenden 
Lösung,  die  man  mit  ihnen  abmessen  will,  wiederholt  so 
durchzuspülen,  daß  man  bei  Pipetten  etwas  der  Lösung 
in  ein  sauberes  trockenes  Reagenzglas  einfüllt,  die  Lösung 
in  die  Pipette  hochzieht,  durchspült  und  auslaufen  läßt. 
In  ein  anderes  trockenes  Reagenzglas  gibt  man  wieder 
etwas  frische  Lösung  und  verfährt  ebenso  und  wiederholt 
diese  Prozedur  am  besten  noch  ein  drittes  Mal.  Bei  Büretten 
\-erfährt  man  sinngemäß,  läßt  natürlich  die  Flüssigkeit  durch 
die  ganze  Bürette  laufen  und  läßt  sie  schließlich  durch  den 
Hahn  austreten.  Auch  hier  wiederholt  man  die  Prozedur  min¬ 
destensein  zweitesMal.  Die  zum  Aus¬ 
spülen  benutzten  Lösungen  sind  na¬ 
türlich  fortzugießen.  Man  hüte  sich 
insbesondere,  mit  Pipetten  aus  Ori¬ 
ginalflaschen  die  Normallösungen 
direkt  zu  entnehmen,  da  hiedurch 
die  Konzentration  beeinflußt  und  die 
Lösung  für  genaue  äTrsuche  unver¬ 
wendbar  werden  kann. 

Nach  L^ntersuchungen  von  Bjer- 
rum,  Rehberg  und  anderen  ist  es 
für  Titrationen  erheblich  günstiger, 
mit  konzentrierten  als  mit  verdünn¬ 
ten  Lösungen  zu  arbeiten.  Tn  erste- 
rem  Falle  ist  die  Fehlerquelle  kleiner, 
der  L^mschlag  deutlicher.  Die  nach¬ 
folgend  geschilderte  Einrichtung  (Mi¬ 
krotitrationsapparat)  ist  in  diesem 
Sinne  konstruiert  ({Abb.  5). 
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Das  Hauptstück  der  Bürette  bestellt  aus  einem  fast  kaniJIaren 
Rohre,  das  zwischen  den  Marken  0,1  ccm  faßt.  Dieser  /wüschen 

r<Jr  zur  Bürette  geschaffen  wird,  das,  von  derselbe,  iSliber  w  ; 
diese,  zw^eimal  rechtwinklig  umgebogen  ist  und  in  einer  zSmhch 
einen  Spitze  endet.  Das  untere  Ende  der  Bürette  trägt  eiren  Schldf 
oin  etwas  weiterer  Teil  aufgesetzt  werden  kann  in  welchen 

eine  f eingängige  Eisenschraube  absolut  dicht  eingelassen  ist  Dieser 
untere  T«1  wird,  nachdem  die  Eisenschraube  ziemlich  tief  gestelR 
gefüllt  und  nunmehr  der  ganze  Teil  ffst  auf 
den  Schliff  des^  Hauptteiles  aufgesetzt.  Durch  Metallspiralen  w'ird 
«ne  feste  \  erbindung  zwischen  den  beiden  Teilen  gL-ährleistet 
Durch  Drehen  der  Schraube  kann  nun  das  Ouecksilbfr  mehr  oder 
weniger  hoch  in  die  Bürette  eingetrieben  werden. 

lese  ganze  Einrichtung  ist  an  einem  Stativ  befestigt  das  außer 

^laser  (12 X  100)  eingesetzt  werden  können.  Dabei  sind  die  \bstände 
so  gewählt  daß  das  Ansatzstück  der  Bürette  gerade  in  die  Mitte 
des  einen  Reagenzglases  trifft  und  mit  seiner  Spitze  bis  kurz‘üb“r 
en  Boden  reicht.  Wahrend  dieses  Reagenzglas  zur  \ufnahme 
der  zu  titrierenden  Flüssigkeit  dient,  wird  in  ein  daneben  stehendes 

bei  der  Titration  zu  erreichenden  Farbton 
Ifpnr’T'  hinter  den  Gläsern  angebrachte  Milchglasscheibe 

dient  dazu,  das  Ende  der  litration  (bei  auffallendem  Lichte)  schärfer 

rlS  n  R  die  Titration  benutzte  Reagenzglas 

eii^n  ausgezogenes  Glasrohr,  welches  durch 

die  FT—  mit  einem  Doppelgebläse  verbunden  ist,  so  daß 

d  e  Flussigkeit  durch  Euftdurchleitung  dauernd  in  Bewegun<r  og- 

Srhr'"  •  ^"'■.ht^guherung  der  Luftzufuhr  befindet  siclf^n  dem 
Schlauche  eine  einfache  Klemmschraube;  es  ist  auf  diese  Weise 

längere ’/oR  T  ^‘"™^hges  Aufpumpen  des  Gebläses  automatisch 
längere  Zeit  Luftblasen  durch  die  Titrierflüssigkeit  durchgehen 
zu  lassen.  Um  eventuell  schädliche  Gase,  z.  B.  Kohlensäure,  abzu- 
halten,  ward  ein  mit  passender  Füllung  versehenes,  also  z.  B.  mit 
Katronkalk  gefülltes  Glasrohr,  zwischengeschaltet. 

Arbeiten  mit  dem  Apparat  geschieht  in  folgender  Weise 
n  achdem  der  Mikrotitrationsapparat  in  der  oben  geschilderten 

°beren  Ende  so  ein- 

pcstelt,  daß  eine  Verbindung  zwischen  Bürette  und  Reservoir 
bestehT  Kun  wird  durch  Drehen  der  Eisenschraube  das  Queck- 
si  ler  bis  in  die  Bohrung  des  Hahnes  hochgetrieben  und  nun  das 
Reservoir  mit  der  Titrierflüssigkeit  gefüllt.  Durch  Senken  des 
hie^.silbers  wird  die  Flüssigkeit  in  die  Bürette  hereingezogen 
(  er  Hahn  nun  nmgestellt  un<l  <lie  Flüssigkeit  so  weit  hochgedrückt; 
rau  Ansatzstück,  em.schheßlich  der  Spitze,  vollkommen 

füllt.  Nach  wiederholter  Umstellung  des  Hahnes  wird  durch  Senken 


des  Quecksilbers  neue  I.ösung  in  die  Tipette,  am  besten  bis  zur 
Marke  o.  ein,i;esaugt;  naclidcm  der  Hahn  nun  wieder  uingcstellt  ist, 
ist  die  Itürctte  zum  Gebrauch  bereit. 

Ics  wird  nunmehr  die  zu  titrierende  Lbsung  mit  Indikator  in  dem 
Reagenzglas  in  d;us  Gestell  eingesetzt  (daneben,  wenn  gewünscht, 
die  Kontrollprobe  mit  der  Titrationsendtarbe)  und  das  Gestell 
so  weit  gehoben,  daß  das  ganz  gefüllte,  äußerlich  aber  von  Titrations¬ 
flüssigkeit  freie  Ansatzrohr  bis  fast  auf  den  Hoden  reicht.  Zugleich 
wird  das  fiir  die  Luftdurchleitung  bestimmte  feine  Rohr  eingesetzt 
und,  wie  oben  beschrieben,  vorsichtig  Luft  (zwei  bis  drei  Bläschen 
pro  Sekunde)  durchgeleitet.  Durch  Betätigung  der  lüsenschraube 
wird  die  1  itrierflüssigkeit  in  die  Lösung  hineingetrieben,  bis  der 
L  mschlag  erfolgt  ist.  Die  Vorrichtung  erlaubt  genaueste  Zugabe. 
Ks  wird  dann  mit  Hilfe  einer  Lupe  abgelesen  und  im  übrigen  wie 
gewöhnlich  verfahren. 

Genttgt  die  in  der  Bürette  befindliche  Lösung  nicht  zur  Beendigung 
der  Titration,  wird,  nachdem  die  Marke  0,1  erreicht  ist,  der  Hahn 
umgestellt,  neue  Lösung  aus  dem  Reservoir  eingefüllt  und  nach 
Rückdrehung  weiter  titriert,  ln  derselben  Weise  verfährt  man. 
w'enn  man  mit  derselben  Lösung  mehrere  Titrationen  ausführen  will. 

\\  ill  man  dieselbe  Bürette  für  eine  andere  Titrationsflüssigkeit 
benutzen,  entleert  man  zunächst  die  in  der  Bürette  befindliche 
Flüssigkeit  in  das  Reservoir,  dreht  den  Hahn  um,  zieht  aus  dem 
Ansatzstück  die  Lösung  in  die  Bürette  hinein  und  bringt  auch  diese 
nach  Rückdrehung  des  Hahnes  in  das  Reservoir.  ^Dieses  kann 
nun  mit  einer  Pipette  oder  dergleichen  entleert  werden;  man  füllt 
es  dann  zunächst  mit  Wasser,  wäscht  damit  Bürette  und  Ansatz¬ 
stück  aus  und  tut  dasselbe  mit  der  neuen  Titrierflüssigkeit.  Prak¬ 
tischer  ist  es,  für  jede  Flü.ssigkeit  ein  neues  Hauptstück  mit  Hahn 
und  Ansatzstück  zur  \  erfügung  zu  haben,  das  auf  das  vorhandene 
Unterteil  paßt. 

W  il!  man  zum  Titrieren  Lösungen  verwenden,  welche  gegen 
Quecksilber  nicht  indifferent  sind,  so  ist  es  nur  nötig,  zwi.schen 
Lösung  und  Quecksilber  eine  kleine  Luftblase  einzuschalten.  In 
diesem  Lalle  verfährt  man  so,  daß  man  beim  Füllen  der  Bürette 
das  Quecksilber  nicht  ganz  bis  oben  drückt;  beim  Einziehen  der 
I.ösung  aus  dem  Reseiwoir  bleibt  dann  zwischen  Quecksilber  und 
Lösung  eine  Luftblase,  die  in  keiner  Weise  stört  und  immer  mit 
dem  Quecksilber  mitgeht.  Sie  muß  berücksichtigt  werden,  wenn 
man  die  Ablesungen  macht;  der  Stand  der  Flüssigkeit  muß  natür¬ 
lich  von  ihrer  (irenze  gegen  die  Luftblase  gerechnet  werden. 

Kolorimetrische  Methoden. 

I>esondeie  Wichtigkeit  liabcn  für  die  Mikrobestimmiingen 
die  kolorimetrischen  .Methoden  erlangt.  Icli  empfehle  sie 
grundsätzlich  nni  in  .solchen  hallen,  in  denen  es  mit  den 
maßanalytischen  Methoden  nicht  gelingt,  genügend  scharfe 
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Ausschlage  zu  erlialtcn.  In  allen  Fällen,  wo  die  sehr 
empfindliche  Maßanalyse,  besonders  die  jodometrische 
l^estimmung,  scharfe  Umschläge  ergibt,  ist  diese  der 
koloiimeti ischen  Hestimmungsmethode  vorzuziehen,  vor 
allem  deshalb,  weil  sie  frei  von  subjektiven  Fehlern  ist, 
so  daß  ohne  Schaden  für  die  Genauigkeit  z.  B.  die  laufenden 
Bestimmungen  einer  \"ersuchsreihe  auch  von  verschiedenen 
gut  eingearbeiteten  Personen  ohne  weiteres  ausgeführt 
werden  können. 

Bei  der  kolorimetrischen  iNIethode  zeigen  sich  für  die  Augen 
venschiedener  Personen  deutliche  Differenzen,  da  der  Begriff  gleicher 
Farbenintensität,  auf  den  es  bei  der  Kolorimetrie  ankommt,  indivi¬ 
duell  verschieden  ist.  Demnach  wird  die  Titration  von  mehreren 
Personen  ohne  \veiteres  ganz  gleichmäßig  ausgeführt;  bei  der 
kolorimetrischen  Ifestimmung  dagegen  zeigen  verschiedene  In¬ 
dividuen  typische  Differenzen  der  -Vblesimg,  die  zwar  immer  konstant 
bleiben  und  die  Resultate  durchaus  einwandfrei  erscheinen  lassen, 
wenn  die  Ablesung  immer  von  derselben  Person  erfolgt,  bei  Wechsel 
des  Beobachters  aber  zu  erheblichen  P'ehlern  führen  können.  Im 
übrigen  sind  die  mit  der  kolorimetrischen  Methode  erhaltenen 
Resultate  — ■  selbstverständlich  bei  genauer  Einhaltung  der  V'er- 
suchsbedingungen  —  vorzüglich.  I_  ber  objektive  Kolorimetrie  s.  u. 

Sämtliche  Kolorimeter  bestimmen  die  Konzentration 
einer  gefärbten  Lösung  durch  Vergleich  mit  der  bekannten 
Konzentration  einer  gleichgefärbten  Lösung  aus  dem  \^er- 
hältnis  der  Schichtdicken  dieser  beiden  Lösungen,  wenn 
beide  dem  beobachtenden  Auge  gleich  hell  erscheinen.  Es 
besteht  für  den  Fall  der  Farbengleichheit  das  einfache 
(lesetz,  daß  die  Schichtdicken  umgekehrt  proportional  den 
Konzentrationen  sind:  ist  c  die  Konzentration  der  zu  be¬ 
stimmenden  Lösung,  Cj  die  Konzentration  einer  Lösung 
bekannten  Gehaltes  und  sind  s  und  s^  die  Schichtdicken 
der  zu  bestimmenden  bzw.  der  bekannten  Lösung,  wenn 
die  Farbtiefen  beider  dem  Auge  gleich  erscheinen,  so  gilt 
das  \'eiiiältnis 


c  ;  Ci  —  Si :  s  . 

Bekannt  sind  in  dieser  Proportion  die  beiden  Schicht¬ 
dicken,  die  man  an  jedem  Kolorimetei  durch  eine  ent- 
sjaechende  Vharichtung  ermitteln  kann,  und  die  Konzen¬ 
tration  der  bekannten  Vergleichslösung,  .so  daß  wir  mit 
Hilfe  der  kolorimetrischen  Ablesung 


II 
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best  minien  keinnen. 

Die  meisten  der  aneli  für  die  IMiknianalyse  bianeliliaren 
Kolorimeter  bcrnlien  auf  dem  Konstrnktionsjirinzip  xon 
Dnliosc},  das  naelifolgend  beschrieben  werden  soll  (s.  Alib.  b). 
In  zwei  ('daströge  T  und  T,,  die  unten  einen 
glatten,  gläsernen  Boden  haben,  werden  die 
zu  vergleichenden  gefärbten  Flüssigkeiten  cin- 
gefüllt.  Durch  mehr  oder  weniger  tiefes  Fin- 
taiiclien  von  Glasstäben  kann  man  die  Schicht¬ 
dicke,  durch  eine  Skala  kontrolliert,  variieren 
Dnrcli  einen  Spiegel  M  wird  das  Licht  durch 
die  Tröge  T  und  Tj  und  die  in  sie  eintanchen- 
den  Glasstäbe  in  die  Prismen  P  und  Pj  ge¬ 
worfen,  von  denen  es  durch  ein  Linsensystem 
in  das  Auge  gelangt ;  so  ist  es  möglich,  die  F'är- 
bnngen  der  beiden  Trüge  nebeneinander  als 
Hälften  eines  Kreises  zu  beobachten.  Nachdem  man  die 
Kontrollösung  auf  eine  gewisse  Schichtdicke,  z.  B.  10  mm 
eingestellt  hat,  variiert  man  durch  mehr  oder  minder  tiefes 
Eintauchen  des  anderen  Glasstabes  die  Schichtdicke  der 
\  ersuchsflüssigkeit  so  lange,  bis  dem  Auge  die  beiden 
Hälften  des  Kreises  gleich  stark  gefärbt  erscheinen.  Alan 
darf  sich  mit  einer  Ablesung  nicht  liegnügen,  sondern  muß 
eine  ganze  Anzahl  machen,  deren  Mittel  man  dann  nimmt. 
Zweckmäßig  ist  es  hiebei,  das  eine  Mal  von  geringerer  zu 
höheier  Färbung,  das  andere  Mal  von  höherer  zu  geringerer 
härbung  vorzugehen.  Die  Berechnung  ergibt  sieh  aus  dem 
oben  Gesagten. 

Ls  sind  eine  große  Anzahl  Kolorimeter  konstruiert 
worden,  welche  zwar  alle  dem  gleichen  Prinzipe  folgen, 
in  ihrer  Konstruktion  aber  vielfach  verschieden  sind. 

In  einer  Reihe  von  Kolorimetern  ist  nur  die  eine  Schicht¬ 
dicke  verstellbar,  während  die  andere,  und  zwar  meist 
die  Schichtdicke  der  \'ersuchslösung,  stets  die  gleiche 
bleilrt.  Lni  eine  Eiiistellung  zu  ermöglicheii,  befindet 
sich  die  —  entweder  jedesmal  irisch  herzustelleiide  oder 
auch  ein  für  allemal  fertige  —  \’ergleichslösung  in  emieiii 
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Hohlkeil,  der  an  seinem  dicksten  Ende  die  liöchste,  an 
seinem  dnnnen  Ende  die  geringste  Scliichtdicke  Null 
liesitzt  lind  der  so  verschoben  werden  kann,  daß  nach¬ 
einander  alle  Schichtdicken  in  gleicher  Höhe  mit  der 
Vcrgleichslösung  stehen  können.  Durch  eine  Skala  kann 
man  die  Schichtdicke  der  Vergleichslösung  feststellen 
und,  da  ja  die  Schichtdicke  der  Versuchslösung  bekannt 
ist  (sie  entspricht  der  dicksten  Stelle  des  Keiles),  aus 
dem  Vergleich  unter  Anwendung  der  gewöhnlichen  Formel 
den  Gehalt  der  Versuchslösung  feststellen.  Bei  manchen 
Modellen  läßt  sich  aus  der  Stellung  des  Keiles  bei  Farben¬ 
gleichheit  mit  der  Versuchslösung  mit  Hilfe  von  Tabellen 
direkt  der  Gehalt  an  der  gesuchten  Substanz  ablesen. 
Im  allgemeinen  stehen  diese  Apparate  den  anderen  an 
Genauigkeit  nach  und  eignen  sich  mehr  für  ungefähre 
Bestimmungen. 

Diesen  ,, subjektiven“  Meßmethoden  stehen  ,, objektive“ 
gegenüber,  welche  die  Lichtabsorption  der  zu  vergleichenden 
Lösungen  mit  Hilfe  lichtempfindlicher  dekt rischer  Zellen 
prüfen.  Diese  Apparaturen  schalten  individuelle  Beob¬ 
achtungsdifferenzen  aus.  Die  für  die  verschiedenen  Spcktral- 
bereiche  verschiedene  Empfindlichkeit  der  lichtelektrischen 
Zellen  steht  jedoch  ihrer  allgemeinen  Anwendung  noch 
im  Wege. 

Die  Handhabung  der  Kolorimeter  erfordert  gewisse 
Vorsichtsmaßregeln.  Tageslicht  eignet  sich  nur  für  ein¬ 
fache  Apparate.  Sonst  arbeitet  man  mit  dem  Kolorimeter 
im  Dunkelzimmer.  Als  Lichtquelle  verwendet  man  am 
besten  eine  gewöhnliche  Glühlampe  mit  mattierter  Birne. 
Die  Lichtquelle  muß,  w’as  durch  Wrstellen  auszuproben 
ist,  so  aufgestellt  sein,  daß  bei  ungefülltem  Kolorimeter 
oder,  wenn  in  die  beiden  Tröge  die  gleiche  Farblösung 
eingefüllt  ist,  bei  gleicher  Einstellung  die  beiden  Teile 
des  Gesichtsfeldes  durchaus  gleich  erscheinen.  Dieser 
Zustand  muß  auf  jeden  Fall  \’or  der  Benutzung  erreicht 
sein.  Er  ist  bei  jedem  guten  Kolorimeter,  das  ausreichend 
optisch  korrigiert  ist,  zu  erzielen.  Natürlich  muß  nicht 
nui  das  optische  System,  sondern  tler  ganze  Apparat, 
vor  allem  die  Eintauchstäbe  und  die  zur  .Vufnahnie  der 
Müssigkeiten  dienenden  Tröge  peinlich  .sauber  gelullten 


wcnlcn.  Sclum  St;inbauflafj;ening  gibt  bei  den  feinen 
Apparaten  Ausschläge,  l^ci  fortlaufenden  koloriinetrisclicn 
Ablesungen  ist  die  gleiclie  Iacht(pielle  und  ihre  gleiche 
Lage  beizubehalten.  Lhn  dies  zu  erreichen,  wird  am  besten 
sowohl  der  Ap})arat  wie  die  Lichttpielle  unverrückbar 
aufgestellt,  mechanisch  an  dem  Arbeitstisch  befestigt. 
Bei  manchen  Apparaten  ist  die  Lichtquelle  fest  mit  dem 
Kolorimeter  verbunden,  so  daß  die  Einstellung  fortfällt. 
Diese  Vorrichtungen  sind  sehr  zweckmäßig,  da  die  Ab¬ 
lesung  nicht  durch  Seitenlicht  beeinflußt  wird  und  man 
praktisch  im  Dunkeln  kolorimctriert.  Die  zur  Kolorimetrie 
kommenden  Farblösungen  müssen  absolut  klar  sein; 
jede  Trübung  verändert  die  Ablesung.  Ein  Filtrieren  un¬ 
klarer  Lösungen  führt  nur  selten  zum  erwünschten  Ziel, 
in  manchen  Fällen  werden  auch  färbende  Substanzen 
durch  das  Filter  zurückgehalten.  Bei  den  hier  beschrie¬ 
benen  kolorimetrischen  IVIethoden  werden  bei  richtigem 
.\rbeiten  durchweg  klare  Lösungen  erzielt.  Es  ist  also, 
wenn  nicht  klare  Lösungen  erhalten  wurden,  das  beste, 
den  Versuch  nochmals  genau  nach  der  Vorschrift  zu 
wiederholen. 

\'erschiedene  Färbungen  lassen  .sich  verschieden  gut 
kolorimetrisch  bestimmen:  am  besten  blaue,  am  schlech¬ 
testen  gelbe.  Oftmals  wird  die  Ablesung  durch  Vorsetzen 
eines  passenden  farbigen  Glases,  das  nur  die  zu  prüfende 
Färbung  durchläßt,  erleichtert.  Die  exaktesten  Resultate 
erhält  man  bei  Benutzung  eines  ,, Monochromators“,  der 
direkt  an  den  Apparat  angesetzt  wird  und,  verstellbar, 
nur  das  Licht  des  gewünschten  Wellenbereiches  durchläßt. 

Die  zur  Bestimmung  der  Färbung  einer  Versuchslösung 
erforderlichen  Vergleichslösungen  bekannter  Konzen¬ 
tration  können  auf  verschiedene  Weise  hergestellt  werden. 
Die  einfachste  und  koiickteste  Art  ist  die,  daß  Lfisiingen 
bestimmter  Konzentration  de.sselbcn  Stoffes,  der  bestimmt 
werden  soll,  in  ganz  gleicher  Weise  lieliandelt  werden 
wie  die  Versuchslösungen  und  daß  durch  Wrgleich  der 
Intensität  der  in  der  Versuchslösung  erzeugten  Färbung 
mit  der  der  Vergleichslösung  von  bekanntem  Gehalt  di^ 
Konzentration  der  ersteren  an  dem  gesiicliten  Stoffe  fest¬ 
gestellt  wird.  In  diesem  Fall  muß  also  auch  die  Färbrnm 
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(1er  Verglcichslösiing  jedesmal  frisch  hergestellt  werden. 
Man  kann  diese  Arbeit  für  manche  Zwecke  umgehen, 
indem  man  aus  bekannten  farbechten  Substanzen  — 
gefaibtcn  Salzen,  harbstoifen  —  eine  Lösung  herstellt, 
welche  genau  dieselbe  Farbe  und  harbenintensität  auf¬ 
weist  wie  eine  Lösung  bestimmter  Konzentration  des  zu 
prüfenden  Stoffes  nach  vorschriftsmäßiger  Behandlung. 

Die  bei  dei  Koloiimetrie  erhaltenen  Werte  werden  um 
so  besser  sein,  je  niüier  die  Farbtiefen  von  Versuchslösung 
und  Vcrgleichslösimg  liegen.  Das  Verhältnis  der  Schicht¬ 
dicken  soll  im  allgemeinen  nicht  über  1  ;  2  bzw.  2 :  1 
hinausgehen.  Ist  die  Wrschiedenheit  der  h'arbtiefe  größer, 
so  ändert  man  die  Konzentration  der  Vergleichslösung 
oder  der  Versuchslösung,  so  daß  man  entsprechende  \"er- 
hältnisse  schafft. 


Nephelometrie. 

Die  nephelometrische  Methodik  verfolgt  dieselben  Ziele 
wie  die  kolorimetrische.  Sie  vergleicht  aber  nicht  Fär¬ 
bungen,  sondern  die  Trübungen,  die  auf  Zusatz  gewisser 
Reagentien  in  der  Vergleichs-  und  in  der  Kontrollösung 
erzeugt  wurden. 

Genaue  nephelometri.sche  Untersuchungen  begegnen  heute 
noch  ziemlich  erheblichen  Schwierigkeiten,  insbesondere 
ist  die  Herstellung  einer  gleichmäßigen,  feinverteilten 
Trübung  recht  schwierig.  Die  Verfahren  müssen  sehr 
genau  au.sgearbeitet  sein;  peinliche  Beobachtung  der\’or- 
.schriften  i.st  unerläßlich.  Irgendwelche  sekundäre  Trü¬ 
bungen  (aus  Verunreinigungen  od.  dgl.)  machen  die  nephelo¬ 
metrische  Analy.se  ganz  unmöglich,  ebenso  den  Gefäßen, 
auch  äußerlich,  anhaftende  Unreinigkeiten.  Schon  eine 
dünne  Fettschicht  auf  den  Gläsern,  die  durch  Anfassen 
mit  der  bloßen  Hand  erzeugt  wird,  kann  Lichtstrahlen 
abbeugen  und  so  Fehler  veranlassen. 

Abb.  7  zeigt  einen  schematischen  Längsschnitt  durch 
eine  Hälfte  eines  Nephelometers.  —  Auf  (las  zylindrische 
Glasgcfäß  a  fällt  ein  praktisch  paralleles  Lichtbündel, 
das  von  einer  1  m  entfernten  Lampe  geliefert  wird,  und 
erzeugt  in  der  getrübten  Lösung  einen  Tyndall-Kegel. 
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Dii'sor  wird  Ix'i^ronzt  durch  zwei  scliarfscliiieidii^e  IMatten, 
do  und  du,  von  denen  die  oix're  fixiert  ,  die  untere  beweglich 
ist ;  der  Abstand  der  beiden  Schneiden  wird  an  einer  Skala 


abgebengte 


Licht,  dessen  Menge 


also 


abgelesen.  Das 
von  dein  Abstand  der  Schnei¬ 
den  abhiingig  ist,  gelangt 
durch  einen  massiven  Glas¬ 
körper  c,  der  in  die  zu  nnter- 
suchemie  Lösung  eintancht, 
durch  ein  Linscnsystein  in 
das  Okular.  In  diesem  ent¬ 
spricht  je  eine  Hälfte  einer  der 
symmetrischen  Nephelometer¬ 
hälften  bzw.  einem  Tyndall- 
Kegel.  Befinden  sich  in  den 
Gefäßen  optisch  leere  Flüssig¬ 
keiten,  so  findet  eine  Abbeu¬ 
gung  nicht  statt :  die  Okular¬ 
hälften  sind  dunkel ;  sind  die 
Flüssigkeiten  getrübt,  erschei¬ 
nen  die  betreffenden  Okular¬ 
hälften  mehr  oder  weniger 

hell,  je  nach  der  Trübung  und  der  Höhe  der  bestrahlten 
Schicht.  Bei  gleichmäßigen  Trübungen  verschiedenen 
(iiades  kann  man  durch  \Trändcrung  der  Höhe  der  durch¬ 
strahlten  Lösungen  in  den  beiden  Okularhälften  gleiche 
Helligkeit  erzeugen.  Befindet  sich  in  dem  einen  Glas¬ 
gefäß  eine  Lösung  bekannten  Gehaltes,  in  dem  anderen  eine 
Lösung  unbekannten  Gehaltes  desselben  Stoffes,  kann 
man,  ganz  eben.so  wie  bei  der  kolorimetri.schen  Messung, 
den  (behalt  der  unbekannten  Lösung  berechnen.  Ist  c 
die  Konzentration  der  unbekannten,  c,  die  der  bekannten 
Lösung,  s  und  s,  die  entsprechenden  Schichtdicken,  so  ist 


Im  übiigen  ist  die  Handhabung  iles  Nephelometers 
die  gleiche  wie  die  des  Kolorimeters.  Ajiparat  und  Licht- 
(juelle  sind  genau  gegeneinander  auszurichten,  am  besten 
unbeweglich  zu  fixieren.  Peinlichste  Sauberkeit  ist,  viel- 
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leicht  in  noch  höherem  Grade  als  bei  den  Kolorimetern, 
erforderlich.  Die  Gefäße  sind,  auch  äußerlich,  peinlichst 
zu  reinigen  und  später,  auch  beim  Einsetzen  in  den  Apparat, 
nur  mit  einem  Leinenlappen  od.  clgl.  anzufassen.  Die 
massiven  Glaskörper  müssen  gerade  in  die  Flüssigkeiten  ein- 
tauchen:  diese  müssen  frei  von  Luftblasen  sein,  insbesondere 
düifen  sich  solche  nicht  an  der  Grenze  von  Glaskörper 
und  Flüssigkeit  befinden. 


Bestimmungen  der  Harnbestandteile 
in  kleinen  Mengen. 

Die  hier  beschriebenen  Methoden  entsprechen  zum 
Teil  den  üblichen  für  größere  Mengen  bestimmten,  sind 
jedoch  so  abgeändert,  daß  die  Ergebnisse  auch  bei  Ver¬ 
wendung  dieser  kleinen  Mengen  durchaus  zuverlässig  sind. 

Bestimmung  der  gesamten  Halogene  (bes.  Chloride). 

1.  Volhardsche  Methode. 

Prinzip:  AgNOg  wird  in  größerer  Menge  als  zur  Fällung 
der  Halogene  erforderlich,  zugegeben.  Der  Überschuß 
wird  durch  Rhodan  gebunden.  Die  Rotfärbung  des  zu¬ 
gesetzten  Indikators  (Bildung  von  Rhodaneisen)  zeigt 
die  Beendigung  der  Sättigung  des  überschüssigen  Ag‘  an. 

Benötigte  Lösungen:  1.  i/jq  Normal-Silbernitrat¬ 
lösung,  2.1/50  Normal-Rhodanammonium.lösung,  3.  verdünnte 
Salpetersäure,  1.  Fiseno.xydammoniakalaun,  gepulvert. 

o — 10  ccm  einer  Harnverdünnung  1  :  10  —  enthält  der 
Harn  Eiweiß,  ist  dieses  vorher  durch  Aufkochen  und 
Zugabe  von  einigen  Tropfen  Salpetersäure  zu  entfernen 
-  werden  in  einem  kleinen  Gefäß  mit  1 — 2  ccm  Salpeter¬ 
säure  und  einer  Messerspitze  Alaun  ( l)  versetzt,  und  aus 
einer  in  1/5^  ccm  geteilten  Bürette  mit  Glashahn  im  t'ber- 
scluiß  Silbernitrat  zugefügt  und  durchgemischt.  Mai;  gibt 
nun  aus  einer  anderen  gleichen  Bürette  von  der  Rhodan- 
ammonlösung  zu,  bis  gerade  Rotfärbung  auftritt.  Aus  der 
zugegebenen  Silbernitratlösung  abzüglich  der  zum  Zurück- 
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titrieren  verbrauchten  Rhodanlüsung  ergibt  sich  che  Menge 
der  verbrauchten  Silberlösnng,  bzw.  des  gebildeten  Clilor- 
silbers  und  tlaraus  die  Menge  der  Halogene,  iin  weseiit- 
liclien  also  der  Chloride.  Dunkel  gefärlrte  Harne  werden, 
nachdem  sie  sclion  verdünnt  sind,  mit  etwas  Blut  kohle 
geschüttelt  (für  ein  halbes  Reagenzglas  genügt  eine  Mess('r- 
spitze)  mul  mit  denr  Filtrat  wie  oben  angegeben  verfahren. 
Da  viele  Sorten  von  Blutkohle  Chlor  enthalten,  sind  nur 
ganz  reine  Präparate  zu  wählen  und  auch  diese  der  Sicher¬ 
heit  halber  vorher  auf  Abwesenheit  von  Chlor  zu  prüfen. 

Berechnung  :  1  ccm  ^"ormal-Silbcrnitratlösung  ent¬ 
spricht  0,71  mg  Chlor  bzw.  1,17  mg  NaCl. 

Beispiel:  Angewandt  1  ccm  Harn;  cs  seien  zugesetzt 
(im  t  berschuß)  10  ccm  Silberldsung,  zum  Zurücktitrieren 
bis  zur  Rotfärbung  seien  erforderlich  gewesen  1,1  ccm 
Rhodanlösung.  Es  sind  also  8,0  ccm  Ag-Lösung  zur 
Bindung  verbraucht.  Die  Chlormenge  ergibt  sich  zu 

8.6- 0,71  6,11  mg  in  1  ccm  Harn,  bei  Berechnung  des 
gesamten  Chlors  als  NaCl  die  Menge  dieses  zu 

8.6- 1,17  ^  10,06  mg  NaCl  in  1  ccm.  lOO  ccm  enthalten 
dementsprechend  0,611  g  CI  oder  1 ,0f)6  g  NaCl. 

'2.  Mohrsche  Methode. 

Prinziii;  Kaliumchromat  bildet  mit  Ag- rotes  Chrom¬ 
silber.  Bei  Zusatz  von  AgNü.,  werden  zunächst  die  Halo- 
,gene  zu  Halogensilber  .gebunden.  Sobald  die  Reaktion 
beendet  ist,  tritt  Rotfärlnmg  infolge  Bildung  \'on  Chrom¬ 
silber  auf. 

Die  Reaktion  geht  nur  in  neutraler  Lösung. 

Benötigte  Reagentien.  1.  n  .äO  Silberuitratlösung; 
2.  Kaliumchromatlösung  10%;  3.  Natronlauge  nylO. 

10  ccm  Harn  werden  in  einem  Meßkölbchen  von  100  ccm 
mit  n/10  Natronlauge  ver.setzt,  bis  die  Reaktion  gegen 
Lackmuspapier  gerade  neutral  geworden  ist.  Darauf  wird 
mit  destilliertem  Wasser  bis  zur  Marke  100  aufgefüllt, 
gemischt  und  5  oder  10  ccm  nach  Zusatz  vcm  0,5  ccm 
Kaliumchromatlösung  mit  n/50  AgNüg-Lösung  titriert, 
bis  schwache  Rotfärbung  das  Ende  der  Reaktion  anzeigt! 

Berechnung;  Die  verbrauchte  Menge  n;';50  AgNO.,  mul¬ 
tipliziert  mit  0,71  bzw.  1,17  gibt  den  CI-  bzw.  NaCl- 
Ciehalt  der  angewandten  Menge  in  mg. 

Pincusseu,  .Mikromethodik.  (i.  .'Xiifl. 
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Bei  lieidcn  Methoden  ist  cs  zweckmäUif^.  die  Titration 
möglichst  schnell  zu  beenden,  da  die  Dunkel ung  des 
Chlüisilbeis  am  Licht  die  Erkennung  des  Farbenumschlags 
erschwert.  Man  führe  die  Titration  möglichst  bei  diffu¬ 
sem  Tageslicht  aus.  Künstliches  Licht  läßt  nur  bei  guter 
Zusammensetzung  —  am  besten  sog.  künstliches  Tages¬ 
licht  —  den  Farbenumschlag  gut  erkennen. 

Bestimmung  der  Jodide. 

Prinzip;  Aus  der  unter  Zusatz  von  Alkali  eingedampften 
Harnlösung,  die  mit  Perhydrol  erhitzt  wird,  werden  die 
Jodide  durch  Wasser  aufgenommen,  das  Jod  freigemacht, 
in  Schwefelkohlenstoff  aufgenommen  und  mit  Thiosiilfat 
titriert. 

Nötige  R  e  a  g  e  n  t  i  e  n :  1 .  IMischung  von  Kaliumcarbonat 
und  Natriumcarbonat  (beide  wasserfrei)  zu  gleichen  Teilen. 
2.  Perhydrol.  3.  Schwefelsäure,  konzentriert.  4.  Natrium¬ 
nitritlösung  (20  g  NaNOa  in  10  ccm  Wa.sser).  .3.  Schwefel¬ 
kohlenstoff.  6.  Thiosiilfatlösung 

25  ccm  Harn  werden  in  einem  Nickeltiegel  mit  0,2  g 
Carbonatmischung  [1]  versetzt,  gut  gemischt  und  auf  dem 
Wasserbad  zur  Trockne  gedampft.  Nach  dem  Abkühlen 
werden  ca.  2  ccm  Perhydrol  zugefügt  und  nach  Abklingen 
der  ersten  Reaktion  auf  freier,  zunächst  klein,  dann  größer 
gestellten  Flamme  ungefähr  10  Minuten  vorsichtig  erhitzt. 
Nach  dem  Abkühlen  werden  wieder  ungefähr  2  ccm  Per¬ 
hydrol  zugesetzt  und  wieder  ungefähr  15  Minuten  mäßig 
stark  erhitzt,  wobei  darauf  zu  achten  ist,  daß  auch  die 
an  den  Seiten  des  Tiegels  befindlichen  kleinen  Mengen 
erhitzt  werden.  Man  läßt  abkühlen,  gibt  ungefähr  5  ccm 
Wasser  dazu,  verteilt  den  Rückstand  mit  einem  Glasstab 
od.  dgl.  gut  und  filtriert  durch  ein  Papierfilter  die  Lösung 
in  den  kleinen  in  Abb.  8  dargestellten  Apparat.  Man 
wasche  den  Tiegel  noch  dreimal  mit  je  ca.  3  ccm  Wasser 
aus  und  gieße  die  Flüssigkeit  ebenfalls  durch  das  Filter. 
Mit  einigen  Tropfen  konzentrierter  Schwefelsäure  neutrali¬ 
siert  man  die  Lösung  (Vorsicht,  Schäumen  durch  Fnt- 
wickhmg  von  CO2)  und  gibt  jetzt  5  ccm  Scliwcfelkohlen- 
stoff  dazu,  der  den  Apparat  bis  kurz  unter  tlem  Hahn- 
airsatz  lüllen  muß.  Jetzt  fügt  man  2  -  3  Tropfen  der  Nitrit- 
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lösung  (1)  dazu,  worauf  die  wässerige  Flüssigkeit  sicli 
durch  Ausscheidung  vou  Jod  bräuulicli  färben  niuü.  Ist 
das  nicht  der  h'all,  so  war,  bei  sanrer  Reaktion,  kein  Jod 
vorhanden.  Man  prüft  die  Reaktion  und  gibt,  wenn  nötig, 
nocli  einige  Tropfen  H2SO,,  dazu.  Jetzt  setzt 
man  tlcn  oberen  Stopfen  anf  und  .scliüttelt  ^ 
kräftig  durch,  bis  die  wässerige  Lösung  färb-  • 
los  geworden  und  der  Schwefelkohlenstoff 
durch  die  Aufnahme  des  Jods  violett  ge¬ 
färbt  ist.  (Cielegentlich  den  Stopfen  lüften, 
damit  Überdruck  im  Apparat  vermieden  wird.) 


A 


Abb.  8. 


Man  läßt  die  Schichten  sich  trennen,  indem 
man  den  Apparat  in  ein  kleines  Stativ  stellt, 
und  läßt  dann  nach  Öffnen  des  oberen 
Stopfens  durch  den  Hahn  die  obere,  wässerige 
Flüssigkeit  ab,  achtet  aber  darauf,  daß  kein 
Schwefelkohlenstoff  mitgeht.  Man  füllt  in 
den  Apparat  ca.  10  ccm  Wasser,  schüttelt 
den  jodhaltigen  CSo  damit  durch,  läßt  wieder 
trennen  und  nach  Absetzen  das  Wasser  ab- 
laufen.  Diese  Prozedur  wiederholt  man  noch 
zweimal  und  titriert  nach  Ablassen  des  letzten  Wasch¬ 
wassers  die  jodhaltige  CSa-Lüsung  mit  Thiosulfat 

unter  dauerndem  starkem  Schütteln  bis  zur  F'arblosigkeit. 

Berechnung:  1  ccm  “  j,,,,  Thiosulfatlösung  entspricht 
1,27  mg  Jod.  Der  erhaltene  Wert  muß,  da  25  ccm  Harn 
angewendet  werden,  zur  Bestimmung  des  (lehaltes  in 
100  ccm  noch  mit  1  multipliziert  werden. 

Beispiel;  Angewandt  25  ccm  Harn.  Zur  Titration  des 
Jods^verbraucht  1,1  ccm.  In  25  ccm  Harn  also  1,27  •  1,1 
—  1,78  mg  Jod,  in  100  ccm  also  7,12  mg  Jod. 


Bestimmung  der  Phosphate’). 

Prinzip:  Durch  Zusatz  von  Molybdän.säure  und  Hydro¬ 
chinon  unil  nachfolgende  Reduktion  wird  eine  Blaufärbung 
erzielt,  welche  kolorimctrisch  mit  der  luirbung  einer  anf 
gleiche  Weise  behandelten  Phosphat  lösung  bekannten 
(ichaltes  verglichen  wird. 


')  Nach  Bell  und  Doisy. 
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KieseLsäure  und  Arsensäiirc  geben  die  gleiche  Reaktion.  Bei 
den  geringen  Mengen,  in  denen  sie  im  Harn  gelegentlich  Vorkommen 
spielen  sie  jedoch  gegenüber  der  großen  Menge  der  Phosphate  prak- 
tisch  für  die  Bestimmung  keine  Rolle. 

Gebrauchte  Reagentien:  1.  Molybdänscäurelösung- 
oOg  Ammonmolybdat  werden  in  1000  ccm  n.HaSO^  unter 
leichtem  Erwärmen  gelöst  und,  wenn  nötig,  filtriert. 
2.  Hydrochinonlösnng;  20  g  Hydrochinon  werden  in  Wasser 
gelöst,  auf  1000  ccm  anfgefüllt  und  1  ccm  konzentrierter 
H2SO,j  zugefiigt.  <3.  Caibonat-Sulfitlösungi  2  Teile  einer 
20%igen  Lösung  von  Natrinmearbonat  (+  aq)  werden 
mit  1  Teil  einer  15%igen  Lösung  von  Natriumsulfit 
(+  -'id)  gemischt  (gut  verschlossen  auf  bewahren  und 
längstens  alle  2  Wochen  neu  herstellen).  4.  Standard¬ 
lösung:  4,386  g  trocknes  primäres  Kalinmphosphat  (für 
Enzymstudien  nach  Sörensen)  werden  in  Wasser  gelöst 
und  die  Lösung  anf  1000  ccm  aufgefüllt.  Diese  Lösung 
enthält  im  ccm  1  mg  P.  Sie  wird  zum  Gebrauch  auf  das 
20fache  verdünnt,  indem  5  ccm  im  Meßkolben  auf  100 
aufgefüllt  werden. 

a)  Anorganische  Phosphate. 

In  einen  Meßkolben  von  25  ccm  bzw.  ein  Röhrchen 
mit  einer  Marke  bei  25  ccm  werden  2  ccm  einer  10  fachen 
Harnverdünnung,  in  ein  anderes  gleiches  Gefäß  2  ccm 
der  bereits  verdünnten  Standardlösung  (Gehalt  dieser 
2  ccm  0,1  mg  P)  eingebracht.  Zu  beiden  Proben  wird 
5  ccm  Wasser  zugegeben  und  durch  leichtes  Schütteln 
gemischt.  Jetzt  wird  zu  jeder  Probe  zunächst  1  ccm 
Molybdänsäurelüsnng  (1)  und  darauf  1  ccm  Hydrochinon¬ 
lösung  (2)  zugefügt.  Man  läßt  5  Minuten  stehen,  fügt, 
nachdem  man  durch  leichtes  Schütteln  gut  gemischt  hat, 
zu  jeder  Lösung  1  ccm  Carbonat-Sulfitlösung  (3)  zu  und 
füllt  mit  Wasser  bis  zur  Marke  25  auf.  Nach  5—10  Minuten 
wird  im  Kolorimeter  verglichen. 

Es  ist  darauf  zu  achten,  daß  der  Harn  mit  Sediment  zur  \'er- 
wendung  kommt.  Bestellt  eine  Trübung  durch  kristalline  Aus¬ 
scheidungen,  .so  ist  zur  J.ösung  dieser  leicht  zu  erwärmen,  wenn 
auch  dies  rieht  genügt,  durch  Zugabe  \on  einigen  tropfen  ver¬ 
dünnter  Salzsäure  eventuell  ausgefallene  Phosphate  in  Lösung 
zu  bringen,  ln  diesem  Falle  ist  zur  Kontrolle  die  gleiche  Menge 
HCl  zuzugeben.  \'on  anderweitigen  Trübungen  wird  zweckmäßig 
\orher  abfiltriert. 
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Die  Bcicchmin.t;  erfolgt  (vgl.  S.  10,  11)  nach  der  h'orinel 
s, 

■  s  ’  Cj  0,1  mg  P  bedeutet. 

Beispiel:  Es  sei  bei  Farbengleicliheit  die  Schichtliölu' 
der  Vergleichslösung  10,  die  der  Ilarnlösung  hS.  Nach 
obengenannter  Formel  ergibt  sich  dann  für  den  I’-Gehalt 
in  den  angewandten  2  ccm  verdünntem  (-  0,2  ccm  ori¬ 
ginalem)  Harn  die  Menge  des  P  zn  0,1  •  0,0(S3  mg  P. 

I  <s 

Zur  Frmittlnng  in  100  ccm  Harn  mnü  die.se  Zahl 
mit  500  multipliziert  werden,  so  daß  sich  der  P-Gehalt 
in  100  ccm  Harn  zn  11,5  mg  ergibt.  Will  man  die 
I  hosphorScini e  (P2D5)  wissen,  so  ist  diese  Zahl  mit  2,20 
zn  multiplizieren. 

b)  Bestimmung  der  gesamten  Phosphate.  In  einen 
Mikrokjeldahlkolben  werden  2  ccm  einer  lOfachen  Harn- 
\erdünnnng  (wie  oben)  eingebracht  und  5  Tropfen  konzen¬ 
trierte  Schwefelsäure  zugefügt.  Fs  wird  auf  einem  Mikro¬ 
brenner  abgedampft,  bis  sämtliches  Wasser  verdampft  ist 
(es  ist  zweckmäßig,  um  Stoßen  zu  vermeiden,  ein  Glas¬ 
kügelchen  ohne  Loch  hereinzutun)  und  der  Inhalt  des 
Kälbchens  schwarz  zu  werden  beginnt.  IMan  läßt  etwas 
abkühlen,  gibt  0,5  ccm  rauchende  Salpetersäure  zu  und 
erhitzt  mit  größer  werdender  Flamme,  bis  keine  bräun¬ 
lichen  Dämpfe  mehr  entweichen,  setzt  dann  auf  die  Öffnnng 
ein  kleines  Trichterchen  auf  und  erhitzt  noch  ungefähr 
•  )  Minuten  weiter.  Fs  muß  ein  farbloser,  geringer  flüssiger 
Rückstand  bleiben.  Andernfalls  war  die  \'eraschnng  nicht 
vollkommen,  man  setzt  nochmals  Salpetersäure  zu  und 
verhdirt  wie  oben  angegeben.  Der  klare  Rückstand  wird 
nach  Erkalten  mit  20  ccm  Wasser  versetzt  und  nochmals 
aufgekocht,  um  noch  vorhandene  Saljieter.säure  zn  ent¬ 
fernen.  Darauf  spült  man  den  gesamten  Inhalt  des  Kjel- 
dahlkölbchcns  in  einen  Meßkolben  von  100  ccm  und  spült 
mit  30  ccm  Wasser  nach.  In  ein  zweites  Meßkölbchen 
zu  100  gibt  man  2  ccm  der  verdünnten  Standardlösung 
(0,1  mg  P  in  2  ccm),  ferner  5  Tropfen  konzentrierte  H.^SO, 
und  ebenfalls  .)0  ccm  Wasser.  Nach  leichtem  Durchmischen 
wird  zu  beiden  Proben  zunächst  1  ccm  Molybdän.säure- 


losung  (1)  und  darauf  1  ccm  Hydrocliinonlösung  (2)  zu- 
getiigt.  Man  laßt  10  Minuten  stehen  und  gibt  dann  in  jedes 
Kölbchen  ü  ccm  Carbonat-Sulfitlösung  (3),  mischt  leicht 
nnd  füllt  zur  Maike  auf.  Vergleich  im  Kolorimeter  und 
Beiechnung  genau  so  wie  bei  der  Bestimmung  der 
anorganischen  Phosphate.  Die  Differenz  zwischen  gesamten 
Phosphaten  und  anorganischen  Phosphaten  ergibt  die 
organischen  Phosphate,  deren  Menge  im  normalen  Harn 
meist  sehr  gering  ist. 

Bestimmung  der  Sulfate. 

Prinzip:  Die  Sidfate  werden  mit  Benzidinlösung  aus¬ 
gefällt  und  die  Schwefelsäure  durch  Titration  mit  Natron¬ 
lauge  ermittelt. 

Gebrauchte  Reagentien:  1.  Benzidinreagens.  2  g 
Benzidin  werden  mit  ca.  5  ccm  Wasser  zu  einem  Brei 
\-errieben  und  unter  reichlichem  Nachspülen  mit  Wasser 
in  einen  Meßkolben  von  1000  ccm  überführt.  Nach  Zugabe 
von  2,5  ccm  konzentrierter  HCl  (1,19)  wird  gut  geschüttelt 
und  mit  Wasser  aufgefüllt.  Lösung  durch  leichtes  Er¬ 
wärmen  beschleunigen.  2.  Benzidinsulfatlösung:  ungefähr 
1  g  Benzidinsulfat  wird  in  1  1  Wasser  aufgeschwemmt, 
gut  geschüttelt  und  von  ungelösten  abfiltriert.  Das  Fil¬ 
trat  wird  mit  der  gleichen  Menge  Wasser  verdünnt. 
3.  Konzentrierte  HCl  (spezif.  Gew.  1,19).  -1.  NaOH,  33%ig. 
5.  HCl  xerdünnt  (1  Teil  konzentrierte-!-  1  Teile  Wasser). 
0.  NaOH  n;50.  7.  «-Dinitrophenol,  0,05%ige,  wäßrige 

Lösung.  «S.  Phenolphthalein,  l°/oige  alkoholische  Lösung. 

a)  Bestimmung  der  freien  Schwefelsäure.  In  ein 
Zentrifugenglas  von  mindestens  15  ccm  Fassungsraum 
werden  2  ccm  Harn  hereinpipettiert  und  10  ccm  Benzidin¬ 
reagens  (1)  unter  Umrühren  zugefügt.  Es  wird  0,2  ccm 
Dinitrophcnollösung  (7)  zugegeben  und  vorsichtig  tropfen¬ 
weise  verdünnte  HCl  (5)  zugefügt,  bis  die  gelbe  Farbe 
gerade  verschwunden  ist,  und  dazu  noch  0,5  ccm  HCl  (5). 
Nach  10  Minuten  wird  der  Niederschlag  abzentrifugiert. 
Die  überstellende  Flüssigkeit  wird  abgegossen  (am  besten 
mit  Hille  der  S.  81  beschriebenen  Vorrichtung  abgeblasen), 
an  ihrer  Stelle  Benzidinsulfatlösimg  (2)  zugegeben,  gemischt. 


wieder  zentrifu,e;iert ,  alii<efj;nssen  und  das  \'ei  lahren  iioeli- 
nials  wiederludt.  Die  letzte  Waselifhissi.t^keit  darf 
papier  nicht  Idäuen,  sonst  innü  die  Wasclninf^  mit  Benzidin 
Sulfat  wiederholt  werden.  Man  giel.lt  die  Idiissigkeit  ab 
und  fügt  znm  Rückstand  5  ccm  destilliertes  Wasser,  ln 
einem  Wasserbatl  erhitzt  man  das  Zentrifugenglas  mit 
Inhalt  zum  Kochen,  fügt  ö  Tropfen  Phcnolphthaleinlösung 
(<S)  hinzu  und  titriert  heiß  mit  iTöO  NaOfI  aus  einer  Mikro¬ 
bürette.  1  ccm  n'öO  NaDII  entsjucchen  0,98  mg  H.2SÜ4. 

b)  Bestimmung  der  gesamten  Schwefelsäure 
(freie  4-  gebundene).  25  ccm  Harn  werden  mit  10  ccm 
konzentrierter  HCl  (8)  in  einem  Erlenmeverkölbchen 
15  Minnten  zum  gelinden  Sieden  erhitzt.  Man  läßt  etwas 
abkühlen,  gibt  1  g  Blutkohle  dazu  und  erhitzt  nochmals 
ß  [Minuten  zum  Sieden.  (\5)rsicht,  schäumt  leicht  über!) 
Man  überführt  die  durch  das  Erhitzen  stark  eingedunstete 
Mischung  quantitativ  in  ein  Mcßkölbchen  von  25  ccm  und 
spült  das  Kölbchen,  in  welchem  man  erhitzt  hatte,  mit 
Wasser  aus,  so  daß  man  gerade  bis  zur  Marke  25  auffüllt. 
Es  wird  nun  gut  durchgemischt  und  durch  ein  Falten¬ 
filter  filtriert.  Von  dem  klaren  Filtrat  werden  2  ccm  in 
ein  Zentrifugenglas  überführt,  10  ccm  Benzidinreagens  (1) 
unter  Mischen  zugefügt  und  0,2  ccm  «-Dinitrophcnol 
dazu  gegeben.  Die  stark  saure  Eösung  wird  mit  konzen¬ 
zentrierter  Natronlauge  (1)  tropfenweise  solange  versetzt, 
bis  Auftreten  einer  Gelbfärbung  Abstumpfung  der  Säure 
anzeigt.  Jetzt  wird  wieder  tropfenweise  verdünnte  HCl  (5) 
gerade  bis  zum  Wrschwinden  der  Gelbfärbung  zngefügt 
und  weiter  genau  so  verfahren,  wie  für  die  Bestimmung 
der  freien  Schwefelsäure  beschrieben  wurde.  Die  Titration 
rmt  n'50  NaüH  ergibt  die  Summe  der  freien  und  dei 
gebundenen  Schwefelsäure. 

Beispiel:  Zur  Titration  der  freien  Schwefelsäure  wurden 
verljiaucht  2,9  ccm  n '50  NaOH.  Da  1  ccm  n/50  NaOH 
0,98  mg  H^SO.,  entspricht,  so  war  die  in  2  ccm  enthaltene 
Menge  der  Schwefelsäure  2,9-0,98  2,81mg;  100  ccm 

enthalten  also  112  mg  freie  H.,S(),.  Zur  Titration  der 
gesamten  (freien  -}-  gebundenen)  hESO,  wurden  verbraucht 

I, 5  ccm  NaOH,  so  daß  sich  also  die  .Menge  der  gesamten 

II. ,S(),  in  2  ccm  zu  1,5-0,98=^  1,11  mg  ergibt;  100  ccm 
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entlialteu  dementsprechend  220,5  mg  H2SO4.  Die  Menw 
der  gebundenen  Schwefelsäure  berechnet  sich  aus  der 
Differenz  zu  78,5  mg  in  100  ccm. 

Bestimmung  des  Gesamtschwefels. 

^  Prinzip;  Der  nicht  als  Schwefelsäure  vorhandene 
Schwefel  (,.Xeutral-Schwefer‘)  wird  mit  Hilfe  des  Benedict- 
schen  Reagens  ebenfalls  zu  Schwefelsäure  oxydiert,  die 
hienach  vorhandene  Schwefelsäure,  welche  also  dem 
gesamten  Schwefel  im  Harn  entspricht,  in  einem  Porzellan¬ 
zentrifugenrohr  mit  Bariumchloridlösung  gefällt  und  das 
gebildete  Bariumsulfat  nach  vollständigem  Auswaschen 
und  Glühen  gewogen. 

Gebrauchte  Reagentien:  1.  Benedictsches  Reagens- 
200  g  Kupfernitrat  und  50  g  Kaliumchlorat  (KCIO3)  werden 
in  Wasser  gelöst  und  auf  1000  ccm  aufgefüllt.  2.  Natrium- 
nitrat  in  Substanz.  3.  Konzentrierte  Salpetersäure  (1,40). 

1.  Salzsäure  verdünnt:  1  Teil  konzentrierte  Salzsäure  (1,19) 
werden  mit  1  Teilen  Wasser  verdünnt.  5.  Bariumchlorid¬ 
lösung  10%ig. 

5—10  ccm  Harn  (bei  Cystinurie-Harn  entsprechend 
weniger)  werden  in  ein  Zentrifugenröhrchen  aus  glühfester 
Porzellanmasse  mit  ca.  25  ccm  Fassungsvermögen  (vgl 
S.  3)  einpipettiert  und  ungefähr  1  g  Natriumnitrat  und 
o  ccm  Benedictsche  Lösung  (1)  zugefügt.  Das  Zentrifugen- 
röhrchen  muß  vorher  ausgeglüht,  im  Exsikkator  abgekühlt 
und  genau  gewogen  worden  sein.  Man  gibt  ferner  1  ccm 
konzentrierte  Salpetersäure  zu  und  dampft  die  gut  ge¬ 
mischte  Lösung  im  Wasserbad  auf  kleiner  Flamme  vor¬ 
sichtig  ab,  sodaß  nichts  herausschäumt.  Nachdem  die 
Müssigkeit  völlig  fortgedampft  ist,  wird  che  Temperatur 
langsam  gesteigert,  sodaß  schließlich  das  Zentrifugengefäß 
rotglühend  wird.  Man  läßt  bei  dieser  Temperatur  noch 
ungefähr  5  Minuten  auf  der  Flamme  stehen  und  läßt  dann 
erkalten.  Man  gibt  darauf  10  ccm  der  verdünnten  Salz¬ 
säure  (4)  hinzu,  wobei  sich  der  Rückstand  glatt  löst.  Gehen 
beim  Erwärmen  noch  einige  nitrose  Dämpfe  fort  (die 
Reaktionsllüssigkeit  darf  keine  Salpetersäure  mehr  ent¬ 
halten),  so  setzt  man  das  Erwärmen  noch  etwas  fort, 
gibt  aber  dann  so  viel  Was.ser  hinzu,  daß  die  Elüssigkeits- 


nienge  uiigelälir  IO  ccm  beträgt.  .Man  crwäiint,  wenn 
die  Lösung  inzwischen  erkaltet  sein  sollte,  dieselbe  wieder 
anl  /()  bis  <S()  (iiad  und  fügt  nun  10  ccm  ilcr  auf  gleiclie 
lemjreratur  erwärmten  Bariumchloridlösnng  (.‘i)  unter 
leichtem  Rühren  hinzu.  Man  läßt  jetzt  1  2  Stunden  stehen 

und  zentrifugiert  dann  in  einer  schnell  laufenden  Zentri- 
Inge  das  gebildete  Bariumsulfat  ab.  Man  hebert  oder 
gießt  die  überstellende  Flüssigkeit  .sorgfältig  ab,  gibt 
ungelähr  (10  Grad  warmes  destilliertes  Wasser  in  der 
gleichen  Menge  hinzu,  indem  man  den  Niedcr.schlag  gut 
darin  aufrührt,  zentrifugiert  wieder  und  wiederholt  dieses 
^  erfahren  so  oft,  bis  die  abgegossene  Flüssigkeit  auf 
Zusatz  von  Silbernitrat  kein  Chlor  mehr  anzeigt.  Danach 
dampft  man  den  Rest  der  Flüssigkeit  im  Zentrifugen- 
löhrchcn  ab.  glüht  dann  das  Röhrchen  mit  Niederschlag, 
übei  führt  es  noch  heiß  in  einen  F.xsikkator  untl  wiegt 
nach  Erkalten  Röhrchen  i-  Niederschlag.  Die  Differenz 
zwischen  dieser  Wägung  und  der  des  leeren  Röhrchens 
ergibt  die  Menge  des  gebildeten  Bariumsulfats:  durch 
Multiplikation  mit  0,1373  berechnet  sich  der  Gehalt  an 
(icsamtschwcfel  (freie  und  gebundene  Schwefelsäure  - 
Neutralschwefel)  in  der  angewendeten  Menge  Harn. 

Mit  Hilfe  dieser  Bestimmung  kann  man  im  Verein 
mit  der  vorher  geschilderten  Benzidinmethode  alle  drei 
Schwefelfraktioncn  des  Harns  bestimmen.  Gesamtschwefel 
abzüglich  der  als  Schwefelsäure  vorhandenen  Schwefel- 
mengc  ergibt  die  .Menge  des  Neutralschwefels. 

Beispiel:  .Angewandt  für  anorganische  Schwefelsäure, 
ebenso  für  Gesamtschwefelsäure  (freie  +  Ester-Schwefel¬ 
säure)  je  2  ccm  Harn,  für  Gcsamtschwefel  10  ccm  Harn. 
Bestimmung  der  freien  und  gebundenen  H.,SO.j  mit  der 
Benzidinmethode. 

I.  .'\norganische  H2SO,.  .\ngewandt  2  ccm  Harn,  ge- 
I linden  2, .3.1  bzw.  2,35  mg  HjSO^  bei  Dojipelbestimmung. 
In  100  ccm  im  Durchschnitt  117  mg  H2SO4  -  38  mg  S. 

^  2.  Gesamtschwefelsäure  in  2  ccm  Harn  3,27  bzw. 
.1,22  mg  ILSO,,  in  100  ccm  also  im  .Mittel  1()3  mg 
H2SÜ4  ^  53  mg  S.  Atherschwefelsäure  also  1().3  117 

1(1  mg  H2S(),  mit  15  mg  S. 
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.3.  Bestimmung  des  Gesamtschwefels.  Angewandt 
(l)()ppell)estimmung)  10  ccm  Harn,  (’rcfunden  0,0197  bzw. 
0,0181g  BaSOj,  woraus  sich  für  100  ccm  ein  S-Gehalt 
von  (38,  bzw.  t)7  mg  errechnet,  im  Mittel  also  (37,5  mg. 

Der  Neutral-S  in  KJO  ccm  Harn  beträgt  also  (37,5 — 5.3 

1  1,5  mg  in  100  ccm. 

Nephelometrische  Bestimmung  des  Schwefels^). 

Prinzip:  Im  verdünnten,  mit  Gelatine  versetzten  Harn 
wird  durch  Zusatz  von  Bariumchlorid  feinst  verteiltes 
Bariumsulfat  ausgefällt;  die  erzeugte  Trübung  wird  mit 
dei  einer  in  gleicher  Weise  behandelten  Testlösung  von 
Kaliumsulfat  verglichen. 

Erforderliche  Reagentien:  1.  n/10  Salzsäure.  2.  0,6n 
Natronlauge,  herzustellen  aus  (30  ccm  n/1  Natronlauge 
-r  Wasser  ad  100  ccm.  3.  Gelatinelösung  5%  (sulfatfrci) ; 
zum  Gebrauch  leicht  erwärmen.  1.  Bariumchloridlösung 
1%.  5.  KoSOj-Standardlösung.  0,51;)  g  KqSü^  (wasserfrei) 
werden  auf  1000  ccm  Wasser  gelöst.  1  ccm  dieser  Lösung 
enthält  0,1  mg  S.  6.  Oxydationsgemisch:  25  g  Zinknitrat, 
25  g  Natriumchlorid,  10  g  Ammoniumchlorid  auf  100  ccm 
Wasser  gelöst. 

a)  Bestimmung  des  anorganischen  Schwefels. 

1  ccm  5 fach  verdünnter  Harn  (sehr  konzentrierte  Harne, 
ferner  Harn  von  Katzen  oder  Hunden  muß  10 fach  ver¬ 
dünnt  werden)  wird  mit  15  ccm  ip'lO  HCl,  2  ccm  0,6  n 
Natronlauge  (2)  und  1  ccm  Gelatinelösung  versetzt  und 
vorsichtig  durchgemischt  (nicht  schütteln!).  Zu  gleicher 
Zeit  wird  1  ccm  Standardlösung  (mit  0,1  mg  S)  ebenfalls 
mit  1.)  ccm  n/10  HCl,  2  ccm  Nkrtronlauge  und  1  ccm 
Gclatinelösung  versetzt  und  ebenfalls  durch  leichtes  Hin- 
und  Herneigen  gemischt.  Zu  beiden  Proben  wird  jetzt 
5  ccm  der  Bariumchloridlösung  gegeben  und  vorsichtig 
durchgemischt.  Nach  15  Minuten  werden  die  Trübungen 
im  Nephelometer  verglichen. 

Die  Berechnung  erfolgt  in  üblicher  Weise,  wobei  c^ 

-  0,1  mg  gesetzt  wird.  Der  S-Gehalt  in  der  angewandten 

.Menge  (1  ccm)  berechnet  sich  demnach  zu  0,1  -—mg,  iu 


')  .\acli  Deni.s  und  Keed. 
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•  T  _  _  ^  I 

10(1  ('('Ul  Harn  (bri  einer  Wrdi'innnn;^^  1  ;  ä)  zn  äO  •  nir;. 

s 

Der  (ieluilt  an  Seliwefelsänrc  (H,,S(),)  wird  ans  dem  so 
gefundenen  Wert  dnreli  Multiplikation  mit  d,0b  erreclnu't. 

b)  (iemeinsame  Hestimmnng  des  anorganischen 

und  des  als  At  bersch we felsäure  vorliandenen 
Schwefels  (G esani t su  1  f at e).  1  ccm  des  wie  für  die 

Bestimmung  des  anorganischen  Schwefels  verdünnten 
Harns  wird  mit  1  ccm  n  10  HCl  10—20  Minuten  auf  freier, 
kleiner  Flamme  zum  Sieden  erhitzt,  so  daß  am  Emle 
ungefähr  1  ccm  zurückbleibt.  Dieser  wird  in  15  ccm 
n  10  HCl  gelöst,  und  in  derselben  Weise  wie  oben  be¬ 
schrieben  XaOH,  (’ielatine  und  Bariumchlorid  zugefügt. 
.\uch  die  Kontrolle  wird  genau  in  der  oben  geschilderten 
Art  zur  gleichen  Zeit  fertiggemacht.  Nach  15  Minuten 
wird  im  Nephelometer  verglichen.  Der  gefundene  W'ert 
ergibt  den  S  der  Gesamtsulfatc.  Aus  der  Differenz  der 
Werte  aus  den  Bestimmungen  a  und  b  ergibt  sich  die 
S-Menge  der  Atherschwefelsäuren. 

Beispiel:  Harn  5mal  verdünnt.  Für  die  anorga¬ 
nischen  Sulfate  ergab  der  nephelometrische  Vergleich 
eine  Schichtdickc  der  Standardlösung  (sj)  \'on  20,  dei' 
Harnlösung  (s)  von  20,2.  Die  Menge  des  S  in  100  ccm 
,  _  20 

ist  demnach  oO  •  .'CS, 2  mg,  die  der  H.,SO,  also 

38,2  •  ß.0(W  110,9  mg.  Für  die  Gesamtsulfatc  hat  der 
\'ergleich  bei  der  gleichen  Schichthöhe  dec  Standard¬ 
lösung  (Sj)  (20)  für  die  \’ersnchslösung  s  22  ergeben.  Die 
Menge  des  S  der  Gesamtsulfate  berechnet  sich  also 
20 

zu  -jO  •  mg  15,;)  mg  in  100  ccm,  die  gesamte  IDSOj 

also  zu  15,5  •  3,00  139,2  mg  in  100  ccm  Harn.  Der 

als  Atherschw'efelsäure  vorhandene  S  beträgt  ;dso 
15,5  —  38,2  ^  7,3  mg  in  100  ccm,  die  ents])rechende 
H2SOi-Menge  l.'59,2  110,9  22,3  mg  in  100  ccm. 

c)  Bestimmung  des  Gesamt-Schwefels.  1  ccm 
w'ie  oben  verdünnter  Harn  wird  in  einem  Jenaei’  keagen^ 
glas  oder  einem  kleinen  Mikro-Kjeldahlkölbchen  mit 
1  ccm  D.xydationsgemisch  (0)  versetzt,  anf  freier  Flamme 
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langsani  zur  Trockne  gedampft  und  weiter  erhitzt,  bis  ein 
weiüci  Rückstand  resultiert.  Dieser  wird  in  2  ccm  “  ,0  HCl 
gelöst,  15  ccm  destilliertes  Wasser  und  1  ccm  5%ige 
(lelatmelösung  zugegeben  und  unter  Mischen  5  ccm  der 
Bariumchlondlösung  zugefügt.  Nach  15  Minuten  wird 
im  Nephelometer  mit  der,  wie  oben  beschrieben,  an- 
gelertigten  Vergleichslösung  verglichen. 

Man  erhalt  so  den  gesamten  Schwefelgehalt;  durch 
c  ^  gesamten  Sulfate  errechnet  man  wie 

S.  26  angegeben,  den  Gehalt  an  Neutralschwefel. 


Bestimmung  des  Natriums^). 

Prinzip:  Das  Natrium  wird  nach  Veraschung  als  Uranyl- 
Zinkverbmdung  ausgefällt  und  aus  dem  Gewicht  des 
Niedersclilages  die  Menge  des  Natriums  errechnet. 

Erforderlich;  1.  Uranyl-Zinkacetat -Lösung.  Lösung  4 
10  g  Uranylacetat  (HoO)  und  6  g  Essigsäure  30%  werden 
unter  Erwärmen  in  Wasser  gelöst  und  die  Lösung  auf 
6o  g  gebracht.  Lösung  B.  30  g  Zinkacetat  (3  HgO),  3  g 
Essigsäure  30%  werden  unter  Erwärmen  in  Wasser  gelöst, 
auf  65  g  gebracht.  A  und  B  wird  gemischt,  24  Stunden 
stehen  gelassen  und  ein  eventuell  gebildeter  Niederschla" 
idifiltriert.  Gut  haltbar  in  Jenaer-  bzw.  Pyrex-Glas^ 
2.  95%iger  Alkohol  wird  mit  Lösung  1  gesättigt.  3.  Äther. 

^  Die  zu  untersuchende  Probe  darf  nicht  mehr  als  8  mg 
Na  im  ccm  enthalten. 

1  ccm  Harn  wird  in  a.  a.  O.  angegebener  Weise  mit 
konzentrierter  HNO3  unter  Zugabe  von  Perhydrol  (30%iges 
H2O2)  verascht,  die  überschüssige  Salpetersäure  nach°  Zu¬ 
gabe  von  destilliertem  Wasser  vertrieben  und  die  Lösung 
auf  1  ccm  eingedampft.  Hiezu  werden  —  am  besten  im 
selben  Gefäß  —  die  10 fache  Menge  des  Reagenz,  also 
liei  1  ccm  lü  ccm  Reagenz  (in  keinem  Falle  weniger)  zu¬ 
gefügt  und  nach  Mischung  30  Minuten  stehen  gelassen. 
Hienach  wird  unter  Saugen  der  Niederschlag  durch  ein 
Jenaer  Glasfiltergerät  abfiltriert  und  der  Niederschlag 
5  lOmal  mit  je  2  ccm  der  Reagenzlösung  (1)  ausgewaschen, 
wobei  jedesmal  gut  abgesaugt  werden  muß.  Sodann 


*)  Nach  liarber  und  Kolthoff.  Jl.  Am.  ehern,  soc.  50,  1625  (1928). 
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wirtl  önial  mit  2  ccm  Alkoliol  (2)  iiacligewusclicn,  sclilicL? 
lieh  mit  Atlicr  clurchgosaiigt,  solange,  bis  der  Äther  xaillig 
entfernt  ist.  Der  Tiegel  wird  dann  außen  gut  abgewischt, 
in  einen  Dxsikkator  überführt  und  gewogen. 

Für  tlie  Berechnung  ist  maßgebend,  daß  die  I'ormel  des 
gebildeten  Niederschlages  (U  Ü,).,  Zn  Na  (CH3  C()0)9  b  HoO 
ist.  Ls  mnß  danach  das  Gewicht  des  Niederschlages  mit 
0,01  11)5  mnltipliziert  werden,  nm  die  IMenge  des  Natriums 
in  der  angewandten  Probe  zn  finden. 

Wirtl  das  \Trfahren  für  die  Lintersnehnng  \-on  Bl  nt 
angewendet,  so  geht  man  ebenfalls  von  1  ccm  (Blut  oder 
Blutflüssigkeit)  aus.  Von  Organen  verwendet  man  2 — 3  g, 
die  in  gleicher  Weise  verascht  werden :  wenn  man  die 
ungefähren  Werte  für  den  Na-Gehalt  der  Organe  kennt, 
kann  man  die  angewandten  Alcngen  entsprecheTid  ändern, 
wobei  immer  zu  berücksichtigen  ist,  daß  1  ccm  der  Aschen¬ 
flüssigkeit  nicht  mehr  als  8  mg  enthalten  darf  und  vom 
Reagens  stets  die  10 fache  Menge  der  Aschenlösung  (keines¬ 
falls  weniger  als  10  ccm)  genommen  werden  muß. 

Kalium,  Lithium  und  Strontium  geben  in  großen  Konzentrationen, 
die  jedoch  weder  bei  den  auzuwendenden  Mengen  Harn  noch  denen 
von  Blut  und  Organen  erreicht  werden,  ebenfalls  Fällung. 

Bestimmung  des  Kaliums. 

Prinzip;  Kalium  wird  mit  Kobalt  nitrit  als  Kalinm- 
kobaltnitritverbindimg  gefällt  und  titrimetrisch  bestimmt. 
Das  gleichfalls  die  Reaktion  gebende  Ammonium  wird 
vorher  entfernt. 

Gebrauchte  Reagentien:  1.  die  S.  80  für  die  Kalium- 
bestinummg  im  Blut  beschriebene  Kobaltnitritlösung. 

2.  20  volumen-%ige  Schwefelsäure  (20  ccm  konzen¬ 
trierte  Schwefelsäure  -  80  ccm  destilliertes  Wasser). 

3.  1  .)0  normal  O.xalsäurelösung.  1.  1,30  normal  Kalium¬ 
permanganatlösung.  Diese  Ireiden  Lösungen  müssen  ge¬ 
nau  stimmen  und  gegeneinander  eingestellt  .sein,  damit 
umständliche  Rechnungen  vermieden  werden.  ,3.  m-Nitro- 
phenol-Lösung  0,1%. 

13er  Harn  wird  mit  destilliertem  Wasser  auf  das  10  fache 
verdünnt,  2  ccm  der  Wrdünnung  werden  in  einem  Zentri¬ 
fugenglas  mit  1  -2  Tropfen  n/10  NaOH  gegen  Lackmus 
alkalisch  gemacht,  3  Minuten  in  ein  siedendes  Wasserbad 
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--  zur  lintfcrnung  des  NH3  —  gestellti)  und  nach  Ab¬ 
kühlung  und  Zusatz  von  2  Tropfen  m-Nitroi)henollösung 
bis  zum  \T‘rsclnvinden  der  Gelbfärbung  mit  n  50  HjSO^ 
versetzt.  Dann  werden  2  ccm  des  Kobalt nitritreage'nses 
zugefügt  und  die  Mischung  nach  Umrühren  mit  einem 
feinen  Glasstab  2  Stunden  lang  stehengelassen.  Danach 
wird  zentrifugiert;  die  klare  überstehende  Lösung  wird 
mit  der  S.  81  angegebenen  Vorrichtung  abgehebert  oder 
abgegossen;  ungefähr  3  ccm  Wasser  zugefügt,  mit  einem 
feinen  Glasstäbchen  sehr  vorsichtig  gemischt  und  wdeder 
zentrifugiert,  nachdem  wieder  abgegossen  und  dies  so 
oft  wiederholt,  bis  die  überstehende  Lösung  ganz  farblos 
geworden  ist.  Man  gießt  die  wasserklare  Lösung  ab, 
fügt  1  ccm  der  20%igen  Schwefelsäure  und  aus  einer 
Mikrobürette  n  ccm  n/50  Kaliumpermanganatlösung  zum 
Rückstand  und  erwärmt  im  kochenden  Wasserbad  1 1/2  Mi¬ 
nuten  lang.  Ist  die  rote  Farbe  des  Permanganats  dann 
vei schwunden,  so  wird  noch  2  ccm  Permanganat, 
eventuell  mehrmals  (genau  messen),  zugefügt  und  das  Er¬ 
hitzen  eine  weitere  halbe  Minute  lang  fortgesetzt.  Wenn 
nun  eine  Rötung  bestehen  blieb,  so  gibt  man  unter  leichtem 
L  mi  ühren  aus  einer  anderen  Bürette  n  50  O.xalsäurelösung 
zu,  bis  die  Lösung  vollständig  entfärbt  ist.  Nunmehr  wird  mit 
n  50  Permanganatlösung  so  lange  titriert,  bis  ein  rosa¬ 
farbener  Ton  auftritt,  der  mindestens  1  Minute  lang  be¬ 
stehen  bleibt.  Die  Menge  der  im  ganzen  verbrauchten 
ccm  n/nO  Permanganatlösung  (v’orher  zugegeben  bei  der 
Titration  verbrauchte)  minus  zugegebene  O.xalsäurelösung 
multipliziert  mit  70)  ergibt  die  Milligramm  Kalium  in 
100  ccm  Harn. 

Beispiel:  Angewandt  2  ccm  Harn  1:10;  zugesetzt 
5  ccm  n;'50  Permanganatlösung,  darauf  zugefügt  2  ccm 
Oxalsäurelösung.  Zur  Titration  bis  zur  Rotfärbung  er¬ 
forderlich  0,55  ccm  Permanganat.  5,0  —  2,0  -J-  0,55  ^-  3,55. 
Diese  mal  71  ergeben  252  mg  -  0,252  g  in  100  ccm  Harn 
oder  0,252%. 


')  .Mit  darüber  gelialtenem,  angefeuchtetein  roten  Lackinus- 
papier  auf  Abwesenheit  von  NH3  prüfen,  sonst  noch  weiter  erhitzen! 
-)  Diese  Zahl  ist  empirisch  gewonnen. 
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Bestimmunii  des  Calciums. 

l’rinzij-):  Das  ('alciuni  wird  als  Calciuinoxalat  gefällt 
und  ilie  Oxalsäure  uiil  Permanganatlösuug  titriuictrisch 
bestimmt. 

(lebrauchte  Rcagentien:  1.  Ammoniumoxalatlösuug 
gesättigt.  2.  Ammnniakldsung  10‘’o'S-  3.  Essigsäure  ver¬ 
dünnt.  I.  Kaliumpcrmaugauatlösung  '  ,00  normal.  5.  n- 
Scdiwefelsäure. 

2  ccm  Harn  (wenn  der  Harn  vorher  nicht  klar  ist,  wird 
mit  einigen  Tropfen  Essigsäure  versetzt,  erwärmt,  damit 
ausgefallenes  Calcinmphosphat  gelöst  wird,  und  dann 
filtriert),  werden  in  ein  Zentrifngenglas  eingebracht  und 
einige  Tropfen  Ammoniaklösung  zngefngt,  bis  sich  kein 
stärkerer  NTederschlag  mehr  bildet.  Man  gibt  dann  Essig¬ 
säure  hinzu,  bis  der  Niederschlag  gerade  verschwunden 
ist  und  die  Lösung  deutlich  sauer  gegen  Lackmnspapier 
reagiert.  Unter  leichtem  Mischen  wird  nunmehr  1  ccm  der 
Oxalath'isnng  (1)  zugegeben  und  ^  Stunde  stehen  gelassen. 
Es  wird  jetzt  nach  Zugabe  von  ca.  5  ccm  Wasser  scharf 
abzentrifugiert,  die  überstellende  klare  Lösung  (eventuell 
für  Bestimmung  von  Mg  zu  verwenden)  entfernt, 
unter  leichtem  Aufrühren  wieder  ungefähr  8 — K)  ccm 
destilliertes  Wasser  zugefügt,  wieder  zentrifugiert  und 
nachdem  wieder  abgegossen.  Das  wird  so  oft  wieder¬ 
holt  (2--dmal),  bis  die  überstehende  Lösung  wasscrklar 
geworden  ist  und  eine  Probe  des  abgegossenen  Wasch¬ 
wassers  mit  einer  CaCL-Lösung  keine  Trübung  mehr 
gibt  (Prüfung  auf  Oxalsäure,  die  volLständig  entfernt 
sein  muß).  Die  letzte  Waschflüssigkeit  wird  wieder 
abgegfjssen,  zum  Rückstand  ö  ccm  Normalschwefel¬ 
säure  (5)  zugegeben  und  nach  Umrühren  mit  einem  Glas¬ 
stab  das  Zentrifugenglas  in  ein  Wasserbad  von  unge¬ 
fähr  Sd  (iiad  eingestellt.  Naclulem  es  dessen  Tem¬ 
peratur  angenommen  hat,  wird  es  herausgenommeu 
lind  unter  Rühren  mit  n/lOO  Kaliumpermanganat  ti¬ 
triert,  bis  eine  schwache  Rotfärbung  1  Minute  laug 
bestehen  bleibt. 

Die  verbrauchten  ccm  Permaugamd  multipliziert  mit 
U)  ergeben  direkt  die  mg  Galcium  in  lOO  ccm  Harn. 
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Beispiel:  Angewandt  2  ccm  Harn,  zum  Titrieren  ver¬ 
braucht  1,()1  ccm  n  'lüO  Permanganat.  100  ccm  Harn 
enthalten  10,1  mg  Ca  oder  0,0161%. 

Bestimmung  des  Magnesiums. 

Prinzip;  In  der  vom  Calcium  befreiten  Harnlösung 
wird  das  Magnesium  mit  Ammoniumphosphat  ausgefällt 
und  dei  Phosjihor  der  phosphorsauren  Ammoniakmagnesia 
kolonmetrisch  bestimmt.  Hieraus  wird  die  Menge  des 
Magnesiums  berechnet. 

Gebrauchte  Reagentien;  lü%ige  Lösung  von  sekun¬ 
därem  Ammoniumphosphat  [(NH,)2HP04] .  2.  Ammoniak 
2o%ig.  3.  Ammoniak  10%ig.  .p  Ammoniakalkohol: 
20  ccm  Ammoniak  25%  r  80  ccm  Alkohol  95%ig.  5.  n  10 
HCl.  6.  Molybdänlösung.  7.  Hydrochinonlösung.  8.  Car¬ 
bonat-Sulfitlösung  (Herstellung  von  6.,  7.,  8.  vgl.  bei 
Bestimmung  der  Phosphate  im  Harn  S.  20).  9.  Phosphat- 
Standardlösung:  5,605g  trocknes  Kaliumphosphat  (KH0PO4) 
werden  in  destilliertem  Wasser  aufgelöst  und  die  Lösung 
auf  1  1  verdünnt.  V'on  die.ser  Stammlösung,  von  der  1  ccm 
1  mg  Magnesium  entspricht,  wird  eine  lOOfache  Ver¬ 
dünnung  hergestellt,  indem  10  ccm  auf  1000  aufgefüllt 
werden.  Von  dieser  Lösung  entspriclit  1  ccm  0,01  mg 
Magnesium,  10  ccm  0,1  mg  Magnesium. 

Zur  Bestimmung  des  Magnesiums  muß  zunächst  das 
Calcium  entfernt  werden.  Die  nach  Abzentrifugieren  des 
Calciumo.xalatniederschlages  (S.  31)  abgegossene  Lösung 
wird  in  einem  konischen  Zentrifugcnglas  mit  1  ccm  der 
Phosphatlösung  (1)  und  2  ccm  Ammoniak  (2)  versetzt, 
mit  einem  feinen  Glasstall  die  Wandungen  des  tilases 
ziemlich  stark  gerieben  und  danach  das  Zentrifugcnglas 
über  Nacht  stehengelassen.  Es  scheidet  sich  in  dieser  Zeit, 
wenn  durch  das  genannte  Reiben  die  Bedingungen  für 
die  AiisfiUlung  günstig  gestaltet  worden  siiicl,  die  \'er- 
bindung  des  Magnesiums  mit  dem  phosphorsauren  Am¬ 
moniak  aus.  Man  zentrifugiert  scharf  ab,  entfernt  die 
überstchendc  Müssigkeit  und  wäscht  den  Rückstand  unter 
Zentrifugieren  2mal  mit  der  Kb^oigen  Ammoniaklösung, 
ein  drittes  Mal  mit  der  alkoholischen  Ammoniaklösung 
aus.  Man  gießt  die  alkoholische  Lösung  ab,  bringt  das 


(ilaschcn  in  ein  siedendes  Wasserbad  und  beläßt  cs  dort 
so  lange,  bis  der  Rückstand  ganz  trocken  geworden  ist. 
Man  fügt  min  1  ccm  n  10  HCl  hinzu  und  läßt  ungefähr 
2  Stunden  bis  zur  vollständigen  Lösung  stehen,  die  man 
durch  leichtes  Lhnrühren  mit  einem  feinen  (dasstab  be¬ 
schleunigen  kann.  Man  bringt  die  Lösung  ({uantitativ 
unter  Nachspülen  mit  destilliertem  Wasser  in  ein  Meß¬ 
kölbchen  von  öO  ccm  Inhalt  und  füllt  zur  IMarke  auf.  Man 
gibt  in  ein  Meßkölbchen  von  25  ccm  10  ccm  die.ser  (gut 
durchmischten)  Lösung,  in  ein  zweites  gleich  großes  Meß- 
kölbchcn  10  ccm  der  verdünnten  Phosphatstandardlösiing 
entsprechend  einem  Mg-Gehalt  von  0,1  mg.  Man  gibt 
in  beide  Kölbchen  je  1  ccm  Molybdänlösung,  darauf 
1  ccm  Hydrochinonlösung,  mischt  leicht  um  und  läßt 
Minuten  stehen.  Hierauf  fügt  man  in  jedes  Kölb¬ 
chen  1  ccm  der  Carbonat-Sulfitlösung,  mischt,  füllt  mit 
destilliei  tem  W  asser  zur  Marke  auf  und  vergleicht  im 
Kolorimeter. 

Die  Berechnung  des  Magncsiumgehaltes  erfolgt  nach 

der  bekannten  kolorimetrischen  Formel  c  c.  •  wobei 

s 

Cj  den  Mg-(jehalt,  welcher  der  Standardlösung  entspricht, 
also  (),1  mg,  Sj  die  Schichtdicke  der  Standardlösung,  s  die 
Schichtdicke  der  \  ersuchslösung  bedeutet.  Wenn,  wie 
bei  dem  hier  angegebenen  \'erfahren  2  ccm  Harn  zur 
Bestimmung  angewandt  worden  waren,  \-on  denen  der 
.').  Teil,  also  0,4  ccm,  zum  Vergleich  gebraucht  wurde, 
berechnet  sich  der  Mg-Gehalt  in  100  cm  "aus  der  so  gefun¬ 
denen  Zahl  durch  Multiplikation  mit  2.50. 

Beispiel;  Es  wurde  die  bei  der  Fällung  des  Calciums 
aus  2  ccm  Harn  resultierende  Idüssigkeit  weiter  ver¬ 
arbeitet  und  schließlich  der  5.  Teil  zu  kolorimetrischer 
iVnalyse  vei  wendet.  harbengleichheit  im  Kolorimetei' 
war  erreicht,  als  die  Schichtdicke  der  lOOfacli  verdünnten 
Standardlösung  55,  die  der  X'ersurhslösuug  (h-  der  ur¬ 
sprünglichen  .Menge)  50  mm  betrug.  Die  .Menge  des  Mg  in 
den  angewandten  0, 1  ccm  Harn  berechnet  sich  also  zu 

-  d.ll  mg,  also  in  100  ccm  zu  0,1 1  -2.50  27,5  mg. 


l’incussen.  .Mikronutliodik.  (1.  .Aull. 
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Bestimmung  von  Ammoniak. 

Prinzip:  Freimachen  des  Ammoniaks  aus  dem  Harn 
durch  Zusatz  von  Alkali,  Überdestillieren  mit  Luftdurch- 
saugung  unter  gelinder  Erwärmung  und  Auffangen  des 
Amrnoniaks  in  einer  titrierten  Schwefelsäurelösung.  Titri- 
metrische  Bestimmung. 

Erforderlich:  1.  n/50  2.  n,5()  NaOH,  zu  bereiten 

aus  den  vorrätigen  n  'lü  Lösungen  durch  Verdünnen  von 
100  ccm  auf  500  ccm  mit  Wasser  im  Meßkolben.  Die 
Lösungen  sind  unbeschränkt  haltbar,  sind  jedoch  vor 
dem  Gebrauch  genau  zu  prüfen,  ob  sie  einander  ent¬ 
sprechen.  3.  Indikator:  wässerig-alkoholische  Lösung 
von  Methylrot,  in  saurer  Lösung  rot,  in  alkalischer  gelb. 
Darstellung:  0,1  g  Methylrot  werden  in  300  ccm  90%igem 
Alkohol  gelöst  und  200  ccm  destilliertes  Wasser  zugefügt. 
1.  Gesättigte  NagCOg-Lösung. 

Zur  Destillation  dient  folgender  einfacher  Apparat 
(Abb.  9).  Das  große  Jenaer  oder  Pyrex-Reagensglas  A 

ist  mit  einem  doppelt 
durchbohrten  Gummi¬ 
stopfen  armiert,  durch 
dessen  eines  Loch  das 
bis  fast  auf  den  Boden 
reichende  Glasrohr  b 
gesteckt  ist,  an  welches 
oben  ein  Trichter  an- 
gesetzt  ist.  Durch  die 
andere  Öffnung  führt 
ein  Glasrohr  d,  dessen 
Mündung  kurz  unter 
dem  Stopfen  liegt.  Es 
ist  zweimal  rechtwinklig 
umgebogen  und  besitzt 
in  der  Mitte  eine  kugel¬ 
förmige  Erweiterung, 
um  etwaige  Spritzer  bei  der  Destillation  unschädlich  zu 
machen.  Im  gleichen  Sinne  kann  man  auch  ein  Rohr 
\'f)n  der  horm  c  gebrauchen,  das  Spritzer  noch  sicherer 
zurückhält.  .51s  .■\uffangegefäß  dienen  zwei  hintereinander 
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gesclialtete  Standgefäßc  oder  große  Keagensgläscr  F  und 
H,  die  ebenfalls  mit  einem  doppelt  (lurchbohrten 
Stopfen  armiert  sind.  Durch  die  eine  Öffnung  des  Stopfens 
von  h  bzw.  H  wird  ein  bis  auf  den  l^oden  reichendes  Rohr  g 
bzw.  gl  gesteckt,  das  mit  dem  absteigenden  Schenkel  des 
Rohres  d  durch  ein  gut  schließendes  Stück  Gummischlauch 
Glas  an  Glas  verbunden  ist.  Durch  die  andere  Bohrung 
führt  ein  rechtwinklig  gebogenes  Rohr  h  bzw.  hi,  an 
welches  bei  F  der  Verbindungsschlauch  zu  H,  bei  PI  ein 
zur  Wasserhift pumpe  führender  Schlauch  aufgesetzt  ist. 
Das  Reagcnsglas  A  taucht  in  ein  Becherglas  oder  ein 
Blechgefaß  mit  Wasser  ein,  das  durch  eine  kleine  I^darnme 
auf  15  Giad  erwärmt  wird. 

Da  kaum  ein  chemischer  Arbeitsraum  ganz  frei  von 
Ammoniakdämpfen  ist,  muß  eine  Vorrichtung  benutzt 
werden,  welche  die  NHa-Dämpfe  der  Luft  absorbiert. 
Hiezu  dient  eine  einfache  Waschflasche  (Abb.  9),  die 
mit  verdünnter  Schwefelsäure  gefüllt  ist  und  so  das  Am¬ 
moniak  zurückhält.  Sobald  (s.  u.)  die  Natriumcarbernat- 
lösung  durch  den  Trichter  eingefüllt  ist,  wird  dieser  ent¬ 
fernt  und  dafür  die  Sicherheitsvorrichtung  angebracht. 
Die  Luft  passiert  dann  erst  die  Schwefelsäurelösung,  bevor 
sie  in  den  eigentlichen  Apparat  gelangt. 

Zur  Bestimmung  des  Ammoniaks  wird  in  das  Aufnahme¬ 
gefäß  I''  ö  ccm  n  50  Schwefelsäure  und  2 — 3  ccm  destil¬ 
liertes  Wasser  eingefüllt,  in  das  Gefäß  H  2  ccm  H.^SO, 
-r  ca.  .)  ccm  Wasser.  Das  Reagensglas  A  wird  mit  Hilfe 
einer  Vollpipette  mit  1  bis  2  ccm  Harn  (je  nach  der 
Menge  des  zu  erwartenden  Ammoniaks)  beschickt. 

Der  Harn  muß  ganz  frisch  sein,  da  in  altem  Harn  sich  leicht 
-Vminoniak  aus  anderen  Substanzen  bildet.  Ist  es  nicht  möglich, 
den  Harn  sofort  zu  verwenden,  .so  muß  derselbe  konserviert  werden! 
was  durch  leichte  .Vnsäuerimg  mit  Schwefelsäure  und  .\ufbewahrung 
in  gut  verkorkten  Flaschen  im  Fisschrank  geschieht. 

-Man  fügt  zu  dem  Harn  im  Reagen.sglas  ca.  5  ccm  Wasser 
(zu\  iel  Müssigkeit  ist  zu  vermeiden,  da  das  -Vmmoniak  um 
so  besser  ausgetrieben  wird,  je  geringer  die  Flüssigkeits¬ 
menge  ist),  ferner  einen  Tropfen  einer  l%igen  alkoholischen 
Phenolphthaleinhjsung  (um  zu  sehen,  ob  die  später  zuzu¬ 
setzende  -Menge  -\lkali  genügt  hat,  um  eine  alkalische 
Reaktion  zu  erzeugen),  ferner  einige  Tropfen  Oktylalkohol 


36 


oder  C  aprylalkoliol,  um  das  Schäumen  der  Lösung  bei 
der  Destillation  und  Luftdurchsaugung  zu  verhindern. 
Man  stellt  den  Apparat  entsprechend  der  Skizze  zusammen 
wobei  man  darauf  achten  muß,  daß  die  Stopfen  gut 
schließen,  die  Röhren  fest  in  den  Stopfen  sitzen,  die  Ver¬ 
bindungen  fest  sind  und  endlich  die  Röhren  b,  g,  g^  mög¬ 
lichst  tief  in  die  Flüssigkeit  in  den  betreffenden’  Gefäßen 
eintauchen.  Man  läßt  durch  Öffnen  des  Wasserhahns 
an  der  Luftpumpe  einen  ganz  schwachen  Luftstrom  durch¬ 
gehen  und  gießt  sofort  durch  den  Trichter  c  ungefähr 
0,5  ccm  der  Natriumcarbonatlösung  ein  (war  der  Harn 
angesäuert,  statt  dieser  konzentrierte  Natronlauge)  und 
spült  mit  einigen  Tropfen  Wasser  nach.  Die  Lösung  muß 
nun  alkalisch,  also  rotgefärbt  sein.  Jetzt  nimmt  man  den 
Trichter  ab  und  setzt  dafür  die  Sicherheitsvorrichtung  an. 
Man  erwärmt  das  W  asserbad  bis  15  Grad  und  saugt  stärker, 
darauf  achtend,  daß  kein  Spritzen  der  Flüssigkeit  eintritt. 
Nach  einer  Destillationsdauer  von  20  Minuten  stellt  man 
die  Pumpe  ab,  löst  die  \  erbindung  zwischen  d  und  g  und 
nimmt  die  Stopfen  von  F  und  H  ab,  indem  man  das  Rohr  g 
bzw.  gj  mit  einigen  Tropten  Wasser  von  innen  und  außen 
abspült.  Zu  den  zusammengegossenen  Flüssigkeiten  aus 
h  und  H  gibt  man  2 — 3  Trojifen  der  Afethylrotlösung  — 
größere  Mengen  lassen  den  Umschlag  weniger  deutlich 
erscheinen,  doch  ist  das  individuell  verschieden  —  und 
titriert  aus  einer  in  '  .,1,  ccm  geteilten  Bürette  oder  besser 
aus  einer  Mikrobürette  mit  *  5,,  n-Natronlauge  bis  zum 
scharfen  Umschlag  in  gelb.  Hat  man  übertitriert,  kann 
nach  der  gewöhnlichen  Regel  der  .Maßanalyse  wieder  eine 
bestimmte  Menge  n  50  Schwefelsäure  zugefügt  und  dann 
wiederum  bis  zum  Umschlag  in  gelb  titriert  werden.  Zur 
Titration  stellt  man  das  Gefäß  auf  eine  weiße  Platte 
oder  ein  Stück  weißes  Papier,  weil  so  der  Umschlag  deut¬ 
licher  erkennbar  ist. 

Berechnung:  1  ccm  n  .50  Schwefelsäure  entspricht 
0,31  mg  Ammoniak.  Whuxlen  z.  B.  5  ccm  n  'iO  Schwefel¬ 
säure  in  dem  (lefäß  1*  und  2  ccm  in  H  \’orgelegt  und  wurden 
zur  Titration  5,5  ccm  n  50  NaOH  verbraucht,  so  beträgt 
die  Menge  Ammoniak,  welche  aus  dem  Harn  freigeniacht 
und  in  der  Schwefelsäure  aufgefangen  wurde,  7,0  —  5,5 
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NH.,  (),.)1  NH.j  in  der  ziini\\’ci- 
sucli  angewandten  1  lanimen.tje.  Die  Men,t,e  in  100  ecin 
eri,Mht  sieh  hieians  dnreli  entsineehende  Multiplikation. 

Die  Methode  ,u:iht  s'cnauc  Werte,  welelie  (U'iien  mit  Kiüßereii 
Mengen  durclians  ehenbiirtig  sind.  C)hne  hirwärinung  gelingt  eine 
\-ollstandige  .Vustreibung  des  .\mmoniaks  nur  in  sehr  langer  Zeit; 
anderseits  darf  die  Tein]ieratiir  nicht  höher  als  .')()  Grad  sein,  da 
.sonst  eine  Hildung  von  Ammoniak  ans  anderen  Substanzen,  beson¬ 
ders  Harnstoff,  erfolgen  kann.  Mine  Kühlung  ist  nicht  notwendig. 

Bestimmung  des  Harnstoffes. 

a)  (icmcinsamc  Bcstinimung  \'on  Harnstoff  und 
von  Ammoniak  mit  der  Ureasemet  hode. 

Prinzip;  Harnstoft  wird  durch  Urcase  in  Ammoniak 
iihergeführt  und  das  gebildete  Ammoniak  zusammen  mit 
dem  priiformierten  durch  Titration  bestimmt. 

Irr  forderlich  die  füi  die  Ammoniakbestimmung  notigen 
Kcagentien,  ferner  eine  Phosphatlösung:  8.'3,5  g  sekundäres 
Natriumphosphat  (Xa.^HPüj  :  12  H^O)  und  13,0  g  primäres 
Kaliumphosphat  (KH2PO4)  werden  zusammen  zu  1000  ccm 
in  Wasser  gelöst. 

L  reaseferment.  Zur  Darstellung  wird  nach  Jacoby  feines 
Sojamehl  in  eine  große  Porzcllannutsche  eingeschüttet,  deren 
unterer  Ablauf  durch  einen  Schlauch  mit  Quetschhahn  verschlossen 
ist.  .Man  übergießt  das  feine  .Mehl  mit  Petroläther,  den  man  eine 
Stunde  darauf  läßt,  läßt  dann  den  Petroläther,  dei  einen  Teil  des 
Fettes  aus  dem  .Mehl  aufgenommen  hat,  ab,  sciiließt  den  Quetsch¬ 
hahn  wieder,  gießt  neuen  .<tther  darauf  und  wiederholt  diese  Behand¬ 
lung  noch  weitere  vier  Alal.  Das  auf  diese  .^rt  entfettete  Sojamehl 
wird  auf  Glasplatten  ausgebreitet  und  über  Nacht  trocknen  gelas.sen. 
Der  Petroläther  kann  durch  .Vbdestillieren  aus  der  fetthaltigen 
Lösung  wiedergewonnen  werden.  Das  entfettete  getrocknete  .Alehl 
wird  mit  der  .ä fachen  .Menge  Wasser  in  einer  gut  schließenden  h'lasche 

übergossen  und  Itj  bis  21  Stunden  nach  gutem  Um.schütteln  _ 

zweckmäßig  ist  im  .Anfang  ungefähr  1  stündiges  Durchschüttcln 
im  Schüttelapparat  im  Lisschrank  aufbewahrt.  Die  oben  stehende 
milchige  Idüssigkeit  wird  durch  ein  gewöhnliches  h'ilter  abgegossen 
oder  noch  besser  abzentrifugiert.  .Man  trocknet  sie  sodann  in"  Glas¬ 
schalen  mit  flachem  Boden  durch  ITierleiten  von  Luft  bei  ilO  bis 
4U  Grad,  z.  B.  im  Laustschen  .Apparat,  bis  bleibt  eine  hornartige 
-Masse  zurück,  die  abgekratzt,  zu  feinem  Pulver  verrieben  im  Ex¬ 
sikkator  getrocknet  und  in  einer  gut  verschlossenen  Glasstöpscl- 
flasche  aufbowahrt  wird.  Das  so  gewonnene  bermeiit  ist  außerordent¬ 
lich  aktiv.  .Noch  fermeiitreicher  als  Sojabolinemnehl  ist  nach  h'olin 
das  Mehl  der  Jackbohne  (Canavalia  ensiformis).  —  Im  Handel 
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sind  verschiedene  Ureasepräparate  erhältlich.  Man  prüft  ihre 
Wirksamkeit  am  besten  durch  einen  Versuch  mit  einer  Harnstoff¬ 
losung  bekannten  Gehaltes. 

Zur  Bestimmung  des  Harnstoffs  nach  der  Mikro¬ 
methode  ist  der  Harn  zu  konzentriert:  man  verdünnt  auf 
das  10  fache  (5  ccm  Harn  auf  50  ccm  im  Meßkolben  auf¬ 
gefüllt  und  gut  gemischt)  und  nimmt  von  dieser  Ver¬ 
dünnung  1  ccm  entsprechend  0,1  ccm  Harn.  Zum  Zweck 
der  Konservierung  angesäuerter  Harn  ist  im  Meßkolben 
vor  dem  Auffüllen  zu  neutralisieren.  Auf  den  Boden 
des  Gefäßes  A  (Abb.  9)  bringt  man  eine  Messerspitze 
(ca.  50  mg)  Ureasepräparat,  gibt  dazu  1  ccm  Phosphat¬ 
losung,  mit  einer  Vollpipette  1  ccm  des  verdünnten  Harns 
und  fügt  noch  ca.  1  ccm  destilliertes  W asser  hinzu 
Da  schon  geringe  Metallspuren  die  Ureasewirkung  ver¬ 
hindern,  müssen  Gefäße  benutzt  werden,  welche  von 
diesen  (z.  B.  Kupfersulfat)  ganz  frei  sind.  Waren  vorher 
in  dem  Gefäß  Metallverbindungen,  so  muß  peinlichst 
mit  Säure  gereinigt  und  nachher  sehr  gut  nachgespült 
werden.  Man  schließt  das  Reagensglas  mit  einem  Stopfen 
oder  einem  Wattebausch  und  läßt  die  Mischung  30  Minuten 
in  einem  Wasserbad  oder  einem  Wärmeschrank  von  50 
bis  höchstens  55  Grad  stehen.  Nach  dieser  Zeit  ist  der 
gesamte  Harnstoff  in  Ammoniak  verwandelt ;  die  Destil¬ 
lation  ei  folgt  genau,  wie  beim  Ammoniak  beschrieben 
worden  ist,  nach  x41kalisierung  unter  Luftdurchsaugung, 
doch  ist  es  nicht  nötig,  die  Temperatur  auf  45  Grad  zu 
belassen .  man  kann  ohne  Schaden  auf  60  Grad  steigern : 
höhere  Temperaturen  sind  bei  dem  Fehlen  einer  Kühlung 
des  Apparates  nicht  zweckmäßig.  Zur  Verhinderung  des 
bei  dieser  Temperatur  sehr  starken  Schäumens  gibt  man 
einige  Tropfen  Oktylalkohol  zu.  Als  Auffangeflüssigkeit 
werden  ebenfalls  5  ccm  n/50  Schwefelsäure  in  das  Gefäß  F 
und  2  ccm  in  Gefäß  H  eingefüllt.  Die  Titration  wird  gleich¬ 
falls  mit  Methylrot  als  Indikator  ausgeführt. 

Berechnung:  1  ccm  für  die  Absorption  des  Ammoniaks 
verbrauchte  n/50  Schwefelsäure  entspricht  0,28  mg  Stick¬ 
stoff.  Durch  Multiplikation  der  Differenz  zwischen  vor¬ 
gelegter  Schwefelsäure  und  zum  Zurücktitrieren  ver- 
iirauchter  Natronlauge  mit  0,28  erhält  man  den  gesamten 
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Aninioiiiakstickstoff  (präforniicrtcs  Ammoniak  und  Am¬ 
moniak  ans  Harnstoff)  ans  der  angewandten  Harnmenge. 
Die  Menge  des  aus  Harnstoff  gebildeten  Stickstoffs  eiiuilt 
man,  wenn  man  von  dem  mit  dieser  Metliode  gefundenen 
Stickstoff  die  iMenge  des  Stickstoffs  des  prä formierten 
Ammoniaks  abzieht.  Beispiel:  Wurden  7  ccm  n  .70  Schwe¬ 
felsäure  vorgelegt,  5  ccm  Natronlauge  zum  Zurück¬ 
titrieren  verbraucht,  so  ist  die  gesamte  Stickstoffmenge 
aus  .\mmoniak  und  Harnstoff  in  den  angewandten  0,1  ccm 
Harn  2,0  •  0,28  -  0,56  mg  N.  1  ccm  Harn  enthielt  dem¬ 
nach  5,6  mg  N,  100  ccm  0,560  g  N  aus  Harnstoff  und 
Ammoniak.  Will  man  den  Harnstoff-Stickstoff  für  sich 
haben,  so  muß  man  von  dieser  Zahl  den  Ammoniak-N 
abziehen.  Nimmt  man  die  Wnhältnisse  in  dem  für  die 
Ammoniakbestimmung  gegebenen  Beispiele  an,  so  waren 
hier  0,51  mg  NH;j  bzw.  0,12  mg  NH3-N  in  1  ccm  Harn, 
also  0,012  g  NH3-N  in  100  ccm  enthalten.  Durch  Sub¬ 
traktion  erhält  man  0,560  —  0,012-0,518  g  Harn- 
stoff-N  in  100  ccm  Harn.  Da  im  Molekül  des  Harnstoffs 
(60)  28  Teile  N  enthalten  sind,  erhält  man  ans  der  Harn- 
stoff-N-Zahl  die  Menge  des  Harnstoffes  durch  Multiplikation 
.  60  , 

mit  oder  mit  2,113.  In  dem  Beispiele  wäre  also  der 

2o 


Harnstoffgehalt  0,518  •  2,1 13  1,110  g  in  100  ccm  Harn. 

Da  die  angewandten  Reagentien,  insbesondere  das 
Sojabohnenmehl,  bzw.  die  Urease,  häufig  etwas  Ammoniak 
enthalten,  ist  mit  den  angewandten  Materialien,  wie  in 
der  Einleitung  bereits  angegeben,  ein  Leerversuch  anzu- 
stellen  und  dessen  Ergebnis  bei  der  Analysenberechnung 
zu  berücksichtigen. 

b)  Bestimmung  von  Harnstoff  allein  mit  der 
Ureasemethode. 


Will  man  nur  den  Harnstoff  allein,  nicht  zugleich  mit 
dem  Ammoniak  bestimmen,  so  kann  man  aus  dem  10 fach 
verdünnten  Harn  das  Ammoniak  entfernen  und  erhält 
dann  in  der  NH3-freien  Lösung  clurch  Behandlung  mit 
Urease  nur  das  aus  Harnstoff  stammende  Ammoniak. 
Zu  diesem  Zweck  bringt  man  in  ein  Reagensglas  ca.  2  g 
fein  gepulverten  Permutit,  gießt  darauf  10 — 15  ccm  des 
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bereits  auf  das  Zehnfache  verdünnten  Harns  und  schüttelt 

vollsVündh.  wobei  das  präfonnierte  Ammoniak 

vollständig  vom  Permntit  absorbiert  wird.  Man  filtriert 
und  verfahrt  mit  1  ccm  Filtrat  genau  wie  oben  angegeben 

OUS^'ml"  entspricht 

0,28  mg  Harnstoff-N  bzw.  0,60  mg  Harnstoff.  Wurden 

/  ccm  n  oO  H^SOj  vorgelegt,  5,5  ccm  n/50  NaOH  zum  Zu¬ 
ruck  itneren  verbraucht,  so  ist  der  Gehalt  an  Harnstoff-N 

0  goV ’  ~  Prozentgehalt  also  0,42  bzw. 

c)  Bestimmung  des  Harnstoffs  nach  der  Xant- 
hydrolmethode^). 

Prinzip:  Durch  Zusatz  einer  methyhükoholischen 

in  stark  essigsaurer  Lösung 
bildet  sich  Dixanthylharnstoff.  Durch  Bestimmung  des 
Stickstoffgehaltes  in  diesem  Komplex  errechnet  sich  die 
Menge  des  Harnstoffes. 


n  Lösung  von  Xant- 

hydrol  )  in  Methylalkohol.  2.  Eisessig.  3.  Die  zur  Mikro- 

bestmmung  des  Stickstoffes  nötigen  Reagentien  (vgl. 


In  ein  Zentrifugenglas  (Jena  oder  Pyrex)  von  ca.  15  ccm 
Inhalt  werden  1  ccm  einer  Harnverdünnung  1  ;  10  ein¬ 
gebracht,  dazu  3  ccm  Eisessig  gegeben,  1  ccm  Xanthydrol- 
losung  zugefügt  und  leicht  gemischt.  Nach  je  10  Minuten 
wird  noch  zweimal  je  1  ccm  Xanthydrollösung  zugegeben 
(ebenfalls  unter  Mischen  mit  einem  dünnen  Glasstab) 
und  das  letztemal  1  Stunde  stehengelassen.  Nach  dieser 
Zeit  wird  der  Niederschlag  abzentrifugiert,  die  überstehende 
Flüssigkeit  abgegossen  und  ungefähr  10  ccm  Methylalkohol 
zugefügt.  Der  Niederschlag  wird  aufgerührt,  wieder  zen¬ 
trifugiert  und  die  Flüssigkeit  ebenfalls  abgegossen.  Der 
Rest  des  Methylalkohols  wird  auf  einem  elektrischen 
Sandbad  verjagt  und  nun  der  Rückstand  verascht.  Zu 
die.sem  Zwecke  werden  zum  Rückstand  5  Tropfen  konzen- 


1)  Prinzip  von  Fosse. 

ü  l'C.stes  Xanthydrol  muß  gegen  Licht  geschützt  aufbewahrt 
werden.  Nicht  einwandfreies  Xantliydrol  löst  sich  schlecht. 
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trierto  HoSO.,,  2  rmpten  2()'!oigo  (  uS(),-L(")sun,L;  und  ciiiif^fo 
Tro})fen  Porhydiol  zuf,H\yel)en  und  nun  d;is  Zcntiifiiyeiif^las 
in  (,‘in  Sandhad  cin.yestcckt,  das  aid  lüO  170  (dad  ciiiit/d 
wird.  Naclidcm  zuuäclist  Schwärzung  des  Inlialtcs  ein- 
gctretcu  ist,  wird  wieder  ca.  1  cciu  Pcrliydrol  zugefiigt, 
und  weiter  vera.scld.  Die  Zugabe  von  Perliydrol  wird  so 
oft  (meist  zweimal)  fortgesetzt,  bis  der  Inhalt  des  Zen- 
tnfugenglases  ganz  hell  geworden  ist.  Man  läßt  dann  er¬ 
kalten  und  gibt  zum  Rückstand  ca.  3  ccm  Wasser. 

Die  Destillation  des  N  erfolgt  aus  demselben  Zentrifugen¬ 
glas  in  dem  in  Abb.  10  skizzierten  Apparat,  der  im  übrigen 
ganz  dem  für  die  Mikro-N-Dcstil- 
lation  entspricht*). 

Xachdem  die  Apparatur  zusam¬ 
mengesetzt  ist,  gibt  man  durch 
den  kleinen  Trichter  1  ccm  .3.3 


O' 


o*ge 

Natronlauge  und  destilliert  bei 
einer  Temperatur  des  Wasserbades 
von  30  bis  00  Grad  15  IMinuten 
lang,  wobei  selbstverständlich  da¬ 
rauf  zu  achten  ist,  daß  nichts 
überspritzt.  Die  5’orlagen  beschickt 
man  im  allgemeinen  mit  5  ccm 
und  2  ccm  n  .50  Schwefelsäure  — 


bei  zu  erwartendem  sehr  hohem 
Harnstoflgehalt  entsprechend  mehr 

und  titiieit  wie  üblich  mit  n  .)0  NaOH  geuen 
Methylrot  zurück. 

Berechnung:  \  orgelegte  ll.,S04  —  zum  Zurücktitrieren 
verbrauchte  XaOH  multipliziert  mit  0,28  gibt  die  Gramme 
Harnstoff-Stickstoff  in  100  ccm  Harn;  Multiplikation  der 
Differenz  mit  0,(30  gibt  die  Gramme  Harnstoff  in  100  ccm. 


Bestimmung  des  Gesamtstickstoffes. 

M  i  k  r  o  k  j  c  1  d  a  h  1 V  c  r  f  ah  r  e  n . 

Die  Apparatui  hiefür  ist  prinzi])iell  die  gleiche  wie  die 
füi  die  Ammoniakbestimmung  beschriebene  (S.  .31).  Je¬ 
doch  ersetzt  man  das  (leläß  A  durch  einen  Mikrokjeldahl- 


0  Auch  hier  empfiehlt  sich  der  X’orsatz  einer  Waschflasche 
zum  Abfangen  von  Mlj  (vgl.  S.  3.ä). 


mit 
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kolben  von  ca.  75  ccm  Inhalt,  benutzt  auf  jeden  Fall  einen 
Kjeldahlanfsatz,  wie  im  Rohr  e,  und  schaltet  vor  dem 
Auffangegefäß  einen  kurzen  Kühler  ein.  Die  Apparatur 
gewinnt  dann  das  in  beifolgender  Abb.  1 1  angegebene 

Anssehen,  das  ohne  weiteres 
verständlich  ist.  Bei  nicht 
völliger  NHg-Freiheit  des  Ar¬ 
beitsraumes  bringt  man  bei 
der  Destillation  an  Stelle  des 
Trichters  eine  mit  H2SO4 
gefüllte  Waschflasche  an  (vgl. 
S.  35). 

Prinzip:  Sämtlicher  Stick¬ 
stoff  aus  Eiweiß,  Eiweiß¬ 
abbauproduktion  und  son¬ 
stigen  organischen  Stickstoff¬ 
verbindungen  (nicht  aber 
von  Säureverbindungen  des 
Stickstoffs,  wie  Salpeter¬ 
säure^)  nsw. !)  wird  durch  Ver¬ 
aschen  mit  konzentrierter  Schwefelsäure  unter  Zusatz 
eines  Katalysators  (Cu-Salz)  in  Ammoniak  umgewandelt, 
welches  von  der  überschüssigen  Schwefelsäure  als  Am¬ 
moniumsulfat  gebunden  wird.  Durch  Zugabe  einer  hin¬ 
reichenden  Menge  Alkali  wird  das  Ammoniak  in  Freiheit 
gesetzt  und  in  eine  titrierte  Schwefelsäure  hereindestilliert. 
Durch  Titration  wird  die  Menge  des  übergegangenen 

Ammoniaks  und  daraus  die  Menge  des  Stickstoffs  ermittelt. 

Notwendige  Reagentien:  Konzentrierte  Schwefel¬ 
säure,  möglichst  NHg-frei,  Kupfersulfatlösung  10%ig, 

Natronlauge,  möglichst  ammoniakfrei,  33%ig:  zur  Titration 
die  bei  der  Ammoniakbestimmung  angegebenen  Reagentien. 

Der  Harn  wird  wie  bei  der  Harnstoffbestimmnng  auf  das 
10  fache  v'erdünnt.  1  ccm  der  verdünnten  Lösung  wird 
mit  einer  Vollpipette  in  den  Mikrokjeldahlkolben  ein¬ 
pipettiert,  hiezu  1  ccm  konzentrierte  Schwefelsäure  — 


Will  man  auch  diese  bestimmen,  so  muß  eine  Vorbehandlung 
eintieten.  Vgl.  dazu  Elek  und  Sobotka,  Jl.  of  the  Amer.  ehern. 
Soc.  1926,  Nr.  2,  S.  503. 
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am  besten  aus  einer  Tropfflasche:  1  ccm  unf^efähr 
30  Tropfen  —  und  1 — 0  Tropfen  Kupfersnlfatldsimg  ge¬ 
geben  und  die  ^Mischung  aut  freier  Flamme  so  lange  erhitzt, 
bis  die  durch  Bildung  von  Kohle  anfänglich  braune  Färbung 
in  eine  hellgrüne  bis  weißliche  übergegangen  ist.  Fs  ist 
zu  vermeiden,  unnötig  längere  Zeit  bis  zum  Festwerden 
zu  erhitzen,  da  unter  diesen  Umständen  Ammoniak  ent¬ 
weichen  kann.  Nach  fertiger  \Traschung  läßt  man  ab¬ 
kühlen  und  verdünnt  mit  20 — 25  ccm  destilliertem  \Va.sser, 
wobei  die  Färbung  bläulich  klar  sein  muß.  Die  Veraschung 
kann,  wenn  ein  Abzug  nicht  zur  \'erfügung  ist,  auch  in 
einem  offenen  Raume  \'orgenommen  werden,  wenn  man 
dafür  sorgt,  daß  die  Schwefelsäuredämpfe  unschädlich 
gemacht  werden.  Man  kann  dies  erreichen,  wenn  man 
auf  den  Hals  des  Kjeldahlkolbens 
einen  Aufsatz  aufsetzt,  dessen  an¬ 
deres  Ende  in  eine  Wasch  flasche 
mit  Wasser  taucht,  während  ein 
zweiter  Weg  aus  dieser  zur  Luft¬ 
pumpe  führt,  so  daß  die  Dämpfe 
dauernd  abgesaugt  werden  (s. 

Abb.  12h 

Für  die  Destillation  wird  das 
Auffangegefäß  mit  5  ccm  n/50 
Schwefelsäure  beschickt,  wenn  nö¬ 
tig  etwas  Wasser  zugegeben,  so 
daß  das  vom  Kühler  kommende 
Rohr  gut  in  die  Flüssigkeit  ein¬ 
taucht.  Nachdem  der  Apparat 


Abb.  12. 


zusammengesetzt,  die  Wasserkühlung  angestellt  ist  und 
alle  Verbindungen  auf  ihre  Dichtheit  geprüft  sind, 
saugt  man  wie  bei  der  Ammoniakbestimmung  einen 
schwachen  Luftstrom  durch  den  Apparat,  gießt  sodann 
durch  den  Trichter  4  ccm  Natronlauge  ein,  setzt,  wenn 
nötig,  jetzt  die  Sicherheitswaschflasche  vor  und  steckt 
die  Flamme  unter  dem  Destillierkolben  an.  Auf  Zusatz 
der  Lauge  muß  die  Flüssigkeit  im  Destillierkolben  infolge 
Bildung  von  Kupferhydroxyd  eine  bläuliche  Trübung 
geben;  ist  dies  nicht  der  Fall,  so  ist  noch  etwas  Lauge 
nachzugeben.  Man  verstärkt  die  Luftdurchsaugung  und 
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regelt  die  Mamme  so,  daß  die  Flüssigkeit  (ein  Wasserbad 
wird  hier  nicht  angewendet)  in  regelmäßigem  deutlichen 
Sieden  bleibt:  durch  Ausscheiden  von  Kupferoxyd  tritt 
m  der  Regel  bald  ejne  Schwarzfärbung  ein.  Man  destilliert 
hier  im  ganzen  15  [Minuten,  in  welcher  Zeit  sämtliches 
Ammoniak  Übergetrieben  ist,  achtet  aber  darauf,  daß 
immer  im  Destillierkolben  so  viel  Flüssigkeit  bleibt,  daß 
das  Trichterrohr  noch  eintaucht. 

Nach  Beendigung  der  Destillation  verfährt  man  genau 
-so,  wie  bei  der  Ammoniakbestimmung  angegeben  ist. 
Die  durch  Schwefelsäure  gebundene  Menge  Ammoniak 
wird  in  üblicher  Wei.se  ermittelt;  durch  Multiplikation  der 
Differenz  zwischen  der  angewandten  n  50  Schwefelsäure 
und  der  zum  Zurücktitrieren  verbrauchten  n  50  Natron¬ 
lauge  mit  0,28  erhält  man  die  mg  N  in  den  angewandten 
0,1  ccm  Harn  bzw.  die  Anzahl  g  N  in  100  ccm  Harn. 

Es  muß  nochmals  wiederholt  werden,  daß  regelmäßig 
Leerbestimmungen  auszuführen  sind,  bei  welchen  man 
in  ganz  der  gleichen  Weise  verfährt  wie  bei  den  \M11- 
bestimmungen,  mit  der  einzigen  Ausnahme,  daß  man  die 
betreffende  Menge  Harn  durch  eine  entsprechende  Menge 
destilliertes  Wasser  ersetzt.  Alle  Versuchsbedingungen 
sind  bei  diesen  Kontrollen,  die  mindestens  so  oft  anzu¬ 
stellen  sind,  als  neue  Reagentien  angebrochen  werden, 
innezuhalten  und  der  hiebei  ermittelte  Ammoniakgehalt 
dei  Reagentien  bei  der  Ausrechnung  in  Abzug  zu  bringen. 

Beispiel:  Angewandt  0,1  ccm  Harn.  Vorgelegt 

7  ^ccm  n/50  HjSO^,  zum  Zurücktitrieren  gebraucht 
2,0  ccm.  7  2,5  —  1,5  X  0,28  —  1,20  mg  N  bzw.  1,20  g%. 

Bestimmung  des  Gesamtstickstoffes  durch  direkte 

Neßlerisationi). 

Piinzip:  heiichte  Verbrennung  mit  Schwefelsäure  und 

H.,0.,  und  direkte  Ncßlerisation  der  erhaltenen  Aschen¬ 
lösung. 

h.,  1  foi  dei  lieh:  1.  Schwetelsäure-Lösung;  Mischung\'on 
genau  1  \  ohnnen  konzentrierter  Schwefelsäure  und 

1  Volumen  destilliertem  Wasser.  2.  ßOyoigesHoO,  (Perhydrol 

')  Nach  Koch  und  .Mc.Mec'kin, 


oder  Siiporoxol).  Külil  aufzubewahren!  3.  Xeßlers 
Reagens.  25  g  Jod  werden  in  20  ccm  Wasser  aufgelöst, 
das  30  g  Kaliumjodid  entliält.  Nach  vollständiger  Lösung 
werden  30  g  reines  metallisches  Quecksilber  zugefügt  uml 
gut  geschüttelt,  wobei  das  Gefäß  zur  Vermeidung  starker 
Erhitzung  von  Zeit  zu  Zeit  unter  fließendes  kaltes  VVWsser 
zu  halten  ist.  Nachdem  die  überstehende  Flüssigkeit  die 
gelbe  Jodfarbe  vollständig  verloren  hat,  wird  sie  ab- 
<lekantieit  und  mit  Stärkelösung  auf  freies  Jod  geprüft. 
Ist  dieses  nicht  mehr  vorhanden,  werden  zm  der  gesamten 
Lösung  noch  einige  Tropfen  der  oben  angegebenen  Jod¬ 
lösung  zugegeben,  bis  eine  schwache  Jodreaktion  (Prüfung 
einiger  Tropfen  mit  Stärkelösung)  erscheint.  Vlan  ver¬ 
dünnt  dann  auf  200  ccm  und  mischt  gut  durch.  Anderseits 
werden  975  cent  einer  genau  10o(,igen  NaOH-Lösung 
hergestellt  und  hiezu  die  Kaliumquecksilberjodid-Lösung 
zugegeben.  Es  wird  gut  durchgemischt  und  bis  zur  voll¬ 
ständigen  Klärung  stehen  gelassen.  -L  Standard-Ammonium- 
sulfat-Lösung.  0,914  g  Ammoniumsulfat  werden  in  0,05  n- 
Schwefelsäure  gelöst  und  mit  derselben  Schwefelsäure  atd 
1000  aufgefüllt.  5  ccm  dieser  Lösung  entsprechen  1  mg  N. 
5.  Gummigutti-Lösung.  In  einen  Liter-Meßzylinder  wird 
<lestillicrtes  kaltes  Wasser  eingefüllt  und  direkt  untei'  der 
Oberfläche  ein  feines  Drahtnetz  eingehängt,  das  20  g 
löslichen  Gummigutti  enthält.  Man  läßt  21  Stunden 
stehen,  nimmt  das  Drahtnetz  heraus  und  filtriert  die 
Flüssigkeit  durch  ein  nicht  zu  feines  Filter  oder  ein  sauberes 
Tuch. 

Harn  wird  im  allgemeinen  auf  das  10 fache,  bei  zu  er¬ 
wartendem  größeren  N-( rehalt  auf  das  20 lache  veialünnt. 

1  ccm  werden  in  ein  großes  (20x2,5  cm)  Jenaer  oder 
Pyiex-Rcagensglas  abgemessen,  1  ccm  der  Schwefel■^äure  (1) 
zugegeben  und  aut  freier  I-'lamme  oder  im  Sandbad  untei' 
gele.gentlichem  Hin-  und  Herbewegen  l)is  zur  Futfernuug 
des  Wassers  erhitzt.  IHne  eingebrachte  kleine  Gla-kugel 
\’ei hindert  eventuelles  Stoßen.  Ji^s  wird  daun  über  einen 
Mikrobrenner  bis  zum  Frscheineu  weißer  Schwefelsäure¬ 
dämpfe,  nicht  limger,  erhitzt.  Man  läßt  kurz  abkühleu, 
gibt  einen  Tropfen  HoO.r-Lösung  so  zu,  daß  er  direkt  in 
die  Müssigkeit  hereinfällt  und  eihitzt  nochmals  langsam 
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einige  Minuten,  wobei  die  anfänglich  dunkel  gefärbte 
Lösung  ganz  farblos  werden  muß.  Ist  das  nicht  erreicht,  wird 

nochmals  ein  Tropfen  zugegeben  und  das  Erhitzen  wieder¬ 
holt. 

Nach  Abkühlung  wird  unter  Nachspülen  der  Inhalt  in 
emen  100  ccm  Meßkolben  überführt  und  ungefähr  bis  zu 
75  ccm  verdünnt.  Dazu  kommt  1  ccm  Gummigutti- 
Lösung  und  nach  Umschütteln  15  ccm  Neßlers  Reagens; 
wiederum  umschütteln,  bis  zur  Marke  auffüllen  und  noch-i 
mals  mischen.  In  einen  anderen  100  ccm-Meßkolben 
kommen,  je  nach  der  erwarteten  N-Menge,  2—5  ccm  der 
Standard-Lösung  (2  ccm  0,4  mg  N,  5  ccm  1  mg  N), 
ebenfalls^!  ccm  der  Schwefelsäure  (1).  Nach  Auffülleii 
auf  ca.  75  wird,  wie  bei  der  Versuchslösung,  zunächst 
1  ccm  Gummigutti-Lösung,  nach  Umschütteln  15  ccm 
Neßlers  Reagens  zugegeben,  zur  Marke  aufgefüllt  und  im 
Kolorimetei  verglichen.  Die  Berechnung  ist  die  übliche: 

g 

Y  X  mg  N  in  der  Vergleichs-Lösung  mg  N  in  1  ccm 
(der  benutzten  Menge)  des  verdünnten  Harns. 

Bestimmung  der  Aminosäuren^). 

Prinzip:  Es  wird  mit  Naphthochinonsulfosäure  eine 
Färbung  erzeugt,  welche  kolorirnetrisch  mit  einer  solchen 
verglichen  wird,  welche  eine  Aminosänrelösung  bekannten 
Gehaltes  eigibt. 

Gebrauchte  Reagentien:  1.  Lösung  von  Na-Carbonat 
kl  ist.  2,5%  ig,  2.  Glykokoll-\  ergleichslösung,  enthaltend 
0,1  mg  N  im  ccm.  Hiezu  werden  0,0536  g  Glykokoll  in 
100  ccm  n/10  HCd  gelöst.  Die  Lösung  hält  sich  nicht  un¬ 
beschränkt.  Sobald  irgendwelche  Trübungen  in  ihr  auf- 
tieten,  ist  sie  zu  erneuern.  3.  n/10  HCl.  4.  Reagenslösung: 
100  mg  naphthochinonsulfosaures  Natrium-)  werden  in 

Nach  Folin. 

*)  Zu  beziehen  von  Dr.  Th.  Schuchardt,  Chem.  Fabrik.  Görlitz. 

Das  Präparat  muß  folgende  Bedingungen  erfüllen: 

1.  Eine  l%ige  Lösung  des  Präparates  in  Wasser  soll  verglichen 
mit  einer  0,5  Normallösung  von  Kaliumbichiomat  bei  Farben¬ 
gleichheit  eine  Schichtdicke  von  26  bis  27  gegenüber  der  des  Kalium- 
bichromats  von  20  zeigen. 

2.  Wenn  2  ccm  einer  l%igen  Lösung  auf  25  ccm  verdünnt  werden, 
und  dazu  1  ccm  25%ige  Essigsäure  und  1  ccm  15%ige  Thiosulfat- 
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20  ccm  Wasser  £i;elöst.  Stets  frisch  zu  bereiten  !  5.  l’ermutit, 
gepulvert.  0.  Essigsäureacetatlösung;  100  ccm  bO^oige 
Essig.säure  werden  mit  100  ccm  öo^iger  Natriumacetat¬ 
lösung  vermischt.  7.  Natriumthiosulfatlö.sung,  l%ig. 

Der  Harn  wird  mit  der  gleichen  Menge  Wa.sser  (bei 
sehr  starken  Konzentrationen  mit  der  doppelten  Menge) 
verdünnt  und  10  —1.)  ccm  dieser  Verdünnung  in  einem 
Reagensglas  mit  1  — 2  g  Permutit  zur  Entfernung  des 
Ammoniaks  ungefähr  5  Minuten  durchgeschüttelt,  ab¬ 
setzen  gelassen  und  klar  filtriert.  Es  werden  nunmehr 
in  Röhrchen  mit  einer  Marke  bei  25  eine  Probe  des  so 
behandelten  Harnes  und  eine  Kontrollprobe  angesetzt 
und  zwar  erfolgt  der  Ansatz  nach  folgender  Aufstellung’ 


Glykokollösung  (2) 

H  ai'  n  vei'd  ü  n  nu  n  g 
n  10  HCl 

N at  riumcar bonat lösung  ( 1 ) 
Wasser 

Chinonreagens  (1) 


Haruprobe 

Kontrollprobe 

— 

3  ccm 

5  ccm 

1  „ 

1  „ 

— 

3  ccm 

3  „ 

1 

5  „ 

5  ,, 

Die  Proben  werden  18—21  Stunden  an  einer  dunklen 
Stelle  aufbewahrt.  Nach  dieser  Zeit  werden  sie  heraus¬ 
genommen  und  in  der  angegebenen  Reihenfolge  die  nach¬ 
folgenden  Reagentien  zugefügt : 

Zur  Harnprobe  Zur  Kontrollprobe 
Essigsäureacetatlösung  (G)  1  ccm  1  ccm 

Thiosulfatlösung  (7)  5  ,,  5 

Was.ser  bis  25  ,,  bis  25 


I-2s  wild  gut  durchgemischt  und  der  kolorimetrische 
Vergleich  vorgenommen,  zweckmäßig  unter  Anwendung 
eines  Earbglases. 


lösung  gesetzt  werden,  soll  die  Lösung  in  wenigen  Sekunden  fast 
farblos  werden. 

3.  Zur  Probe  auf  .\bwesenheit  von  Ammoniak  werden  10  ccm 
der  I  "(pgen  Chinonlösung  mit  ungefähr  2—3  g  Permutit  3  bis 
4  Minuten  geschüttelt.  .Man  gießt  ab  und  wäscht  den  Permutit 
4— ömal  mit  (lestilliertem  Wasser  aus,  bis  die  Waschflüssigkeit 
ganz  farblos  ist.  Setzt  man  nun  zum  Permutitrückstand  einit^e 
Tropfen  10‘’yige  Natronlauge,  .ö  ccm  Wasser  und  .5  ccm  Neßlers 
Reagens,  .so  darf  keine  Gelbfärbung  auftieten. 
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Die  Menge  des  Aminostickstoffs  im  Harn  berechnet 

sich  nach  der  bekannten  Formel  c  —  c,  •  wobei  c 

s  ’  ^ 

die  Menge  des  Aminostickstoffs  in  der  Kontrolle  (0,3  mg), 
Sj  und  s  die  Kolorimeterablesungen  der  Kontrollösung 
bzw.  der  Harnprobe  bedeuten.  Diese  Zahl  ist  noch  mit 
der  Harnverdünnung  zu  multiplizieren. 

Beispie’:  Es  sei  der  Harn  auf  das  Doppelte  verdünnt 
gewesen,  die  Ablesungen  am  Kolorimeter  seien  bei  Far¬ 
bengleichheit  füi  die  Kontrollösung  s^  =  .30,  für  die  Ver¬ 
suchslösung  (s)  =  20.  Da  zum  Vergleich  eine  Glykokoll- 
lösnng  mit  0,3  mg  N  angewandt  war,  ergibt  sich  die 
Konzentration  in  den  angewandten  5  ccm  verdünnten 

Harnes  zu  0,.30  •  mg  =-  0,15  mg  Amino-N  in  5  ccm  ver¬ 
dünntem  Harn.  Da  der  Harn  auf  das  Doppelte  verdünnt 
war,  ist  dies  der  Gehalt  von  2,5  ccm  unverdünnten  Harn. 
Die  Menge  von  Amino-N  in  100  ccm  wird  also  durch 
^Multiplikation  mit  10  ermittelt  und  ergibt  sich  demnach 
zu  18  mg  Amino-N  in  100  ccm  des  unverdünnten  Harns. 

Bestimmung  des  Kohlenstoffes’). 

Prinzip:  Die  bei  der  Verbrennung  des  Harns  oder 
anderen  organischen  ^Materials  freiwerdende  Kohlensäure 
wird  in  KOH-Lösung  anfgenommen  und  das  zur  Fällung 
der  C0.2  benötigte  Ba'  '  durch  Titration  bestimmt. 

Erforderlich:  1.  Kaliumbichromat  pro  analysi,  gepulvert; 
2.  Silberbichromat.  5  g  Kaliumbichromat  werden  in 
75  ccm  Wasser  gelöst  und  eine  Lösung  von  5  g  Silbernitrat 
in  25  ccm  Wasser  zugegeben.  Der  gebildete  Niederschlag 
wird  auf  einer  Nntsche  abgesangt,  mit  Wasser  nachgewaschen 
und  bei  110 — 115  Grad  getrocknet.  3.  Cü.^-freie  KOH- 
Lösung.  150  g  KOH  in  Stangen  werden  in  1000  ccm  Wasser 
gelöst,  anderseits  10  g  Ba  (OH).,  in  100  ccm  kochendem 
Wasser  gelöst  und  der  anderen  Lösung  zngefügt.  i\lan  läßt 
absetzen  und  prüft,  ob  weiterer  Zusatz  von  Baryt  noch 
eine  Fällung  hervorrnft.  Ist  das  nicht  der  Fall,  so  wird  die 


3  Nach  Osaka.  Bioch.  Ztschr.  244,  281  (1932). 
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klare  überstellende  Lösung  in  eine  Flasche  eingefüllt,  welche 
zur  \  ernieidnng  der  Kohlensäiireaufnahine  ans  der  Luft 
einen  durchbohrten  (innimistopfen  mit  einem  Xatron- 
N 

kalkrohr  trägt.  1.  .wr  HCl,  der  auf  1  Liter  d— .b  Tropfen 


Hethylrot-Lösung  (nach  Pregl  [6])  zugefügt  sind. 


KOH.  die  genau  gegen  die  HCl  eingestellt  sein  muß.  (i.  Methyl¬ 
rot  nach  Pregl  (für  [1])  0,1  g  Methylrot  wird  mit  einigen 
Tropfen  n  10- Sodalösung  in  einem  kleinen  Mörser  verrieben. 
7.  Natriumsulfat,  wasserfrei,  reinst.  8.  10%ige  Barium¬ 
chloridlösung  in  ausgekochtem  Wasser.  9.  Konzentrierte 
H2SOJ.  10.  100  ccm  Wasser  (Cüo-frei)  T  d  Tropfen 

10°'o-Ammoniak. 


Für  die  Bestimmung  wird  der  von  Osuka  angegebene 
.•\pparat  verwendet. 

In  die  Kugel  des 
Apparates  K  gibt 
man  1  ccm  Harn  (bei 
abnormen  Konzen¬ 
trationen  eine  Ver¬ 
dünnung,  bzw.  meh¬ 
rere  [bis  ma.x.  4[  ccm) 
und  dazu  soviel  ge¬ 
pulvertes  Natrium¬ 
sulfat  (7),  bis  die 
ganze  Flüssigkeit 
aufgenommen  ist. 
h  erner  wird  zugege¬ 
ben  0,12— 0,11g  Sil- 
bcrchromat  (2)  und 
0,15  g  Kaliumbichromat.  Die  Kugel  wird  dann  in  das  Gestell 
eingespannt.  In  die  Birne  B  tut  man  dann  ungefähr  1  ccm 
der  Kalilauge-Lösung  (.8)  mit  einer  1  ccm  Pipette,  die 
vorher  mit  kohlensäurefreiem  Wasser  dnrehgespült  wurde 
(nicht  ausblasen!).  Das  Zuführungsrohr  n  zur  Birne  B 
wird  wiederholt  mit  kohlcnsänrelreiem  Wasser  nach¬ 
gespült.  Jetzt  wird  der  Aufsatz  auf  die  Kugel  gesetzt, 
nachdem  der  Schliff  r  mit  Pyrophosphorsäure  eingerieben 

l’incusscn,  Mikromctliodik.  (i.  Aiifl. 


,  X,  y,  z  =  Glasrohrteile, 
b,  s  =  Glashälme. 

B  =  Kalilaugebirne. 

S  =  Schwefelsäure¬ 
gefäß. 

A  =  Ausbuchtung  am 
rechtwinkeligen 
Knick. 

I<  =  I.uftloch. 
r  =  Großer  Schliff. 

V  =  Verengung. 

K  =  Kugel. 


Abb.  13. 
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worden  war:  er  muß  sich  ganz  leicht  hin  und  herdrehen 
lassen.  Der  Glashahn  s,  welcher  die  Zuleitung  zur  Schwefel¬ 
säure  abschließt,  wird  ebenfalls  mit  Pyrophosphorsäure 
geschmiert  und  eingesetzt.  In  das  Gefäß  S  kommt  dann 
ca,.  1  ccm  konzentrierte  HgSO^.  Jetzt  wird  an  das  Zu¬ 
leitungsrohr  zur  Birne  n  die  Wasserstrahlpumpe  angesetzt, 
man  öffnet  den  mit  Vaseline  geschmierten  Hahn  und 
evakuiert  bei  gutsaugender  Pumpe  etwa  2  Minuten  lang. 
Man  schließt  dann  zunächst  den  zur  Birne  führenden  Hahn  b, 
nimmt  den  Druckschlauch  der  Wasserstrahlpumpe  ab 
und  gibt  in  das  Rohr  n  über  dem  Hahn  möglichst  schnell 
COg-freies  Wasser,  damit  keine  Luft  eindringen  kann. 

Die  Kugel  des  Apparates  K  wird  nun  bis  etwa  zur  Hälfte 
in  ein  siedendes  Wasserbad  eingetaucht  und  4  Minuten 
darin  belassen,  wobei  der  Inhalt  zum  Kochen  kommt.  Man 
läßt  dann  die  aus  dem  Wasserbad  herausgenommene  Kugel 
etwas  abkühlen  und  gibt  dann  in  den  Trichter  S  zu  der 
schon  vorhandenen  PIgSOj  noch  ca.  15  ccm  hinzu.  Darauf 
läßt  man  die  Hälfte  hievon  langsam  in  die  Kugel  ein¬ 
fließen,  schließt  den  Hahn  und  erhitzt  die  Kugel  mit  der 
Mikroflamme  15  Minuten  lang,  wobei  Grünfärbung  ein- 
treten  muß.  Schäumt  das  Reaktionsgemisch  zu  stark, 
muß  man  die  Flamme  vorübergehend  fortnehmen.  Ist  die 
Gasentwicklung  beendet,  was  20—25  Minuten,  längstens 
30  Minuten  dauert,  läßt  man  etw'as  abkühlen,  und  nimmt 
den  Apparat  auseinander.  Hiebei  läßt  man  die  noch  im 
Trichter  vorhandene  H2SO4  in  die  Kugel  einfließen,  nimmt 
dann  den  Appaiat  aus  dem  Gestell,  nimmt  den  Aufsatz 
bei  r  von  der  Kugel  ab,  und  spült  ihn  unten  ebenso  wie 
den  Glasstopfen  der  HgSO^  gut  mit  Leitungswasser  ab, 
während  das  gewundene,  von  unten  seitlich  zur  Birne 
führende  Rohr  mit  COg-freiem  Wasser  ausgespült  wird. 
Jetzt  wird  der  Inhalt  der  Birne  in  ein  genügend  großes 
Zentrifugenglas  überführt,  die  Birne  mehrfach  mit  COg- 
freiem  Wasser  nachgespült  und  dieses  ebenfalls  in  das 
Zentrifugenglas  gegeben.  Man  verschließt  dieses  mit  einem 
Korken  und  stellt  es  in  ein  siedendes  Wasserbad  ein.  8  ccm 
kochende  BaC^-Lösung  (8)  werden  der  heißen  Lösung 
zugegeben,  man  rührt  mit  einem  dünnen  Glasstäbchen  um, 
gibt  einige  Tropfen  Alkohol  zu,  korkt  wieder  zu,  und 
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zentrifugiert  nicigliclist  schnell  mit  einer  schncllanfenclcn 
Zentrifuge  ca.  2  Minuten,  so  daß  die  überstehende  h'lüssigkeit 
ganz  klar  ist.  Man  gießt  die  klare  Lösung  ab  und  wäscht 
den  Niederschlag  unter  Aufwirbcln  mit  einem  (dasstab 


.^bb.  1 4  zeigt  vier  .-Apparate,  die  in 
dem  eigens  fiir  diesen  Zweck  kon¬ 
struierten  Gestell  nebeneinander  er¬ 
hitzt  werden  können.  Sic  befinden  sich 
in  dem  Gestell  in  schräger  Lage  mit 
der  Kalilangcbiriie  leicht  nach  unten 
geneigt.  Zum  Schutz  für  den  Kxiieri- 
meutiercndcii  befindet  sich  vor  dem 
Gestell  eine  herausnehmbare  Glas¬ 
scheibe. 


Abb.  14. 


mit  siedendem  C0.2-freiem  ammoniakhaltigem  Wasser  (10) 
nach  und  spült  den  Rand  des  Glases  mit  absolutem  Alkohol 
nach.  Das  Zentrifugieren,  Abgießen,  Aufwirbcln  nach 
Zugabe  neuer  Waschflüssigkeit  wird  nochmals  wiederholt 
und  mm  -1  Minuten  lang  zentrifugiert.  Nach  dem  Abgießen 
der  letzten  Waschflüssigkeit  werden  zu  dem  Niederschlag 
20  ccm  der  HCl-Lösung  (4)  zugegeben,  der  Inhalt  mit 
viel  COj-freiem  destillierten  Wasser  in  einen  großen  Erlen¬ 
meyerkolben  überspült  und,  wenn  die  rote  Farbe  ver¬ 
schwinden  sollte,  weder  aus  einer  Bürette  gemessene  Mengen 
von  HCl-Lösung  .so  lange  zugegeben,  bis  der  Niederschlag 
vollständig  gelöst  ist  und  die  rote  Farbe  nicht  mehr  ver¬ 
schwindet.  Man  titriert  dann  die  Lösung  mit  Kalilauge  (5) 
bis  zum  Farbcnumschlag  (Gelbfärbung). 

Berechnung:  Die  verbrauchten  ccm  n/20  Salzsäure  ab¬ 
züglich  der  zum  Zurücktitricren  verbrauchten  ccm  n/20  KOH 
geben  die  Menge  des  Kohlenstoffs.  Infolge  des  Kffhlen- 
säuregehaltes  der  Luft  ist  in  allen  Fällen  0,3  von  dieser 
Zahl  abzuziehen  und  die  erhaltene  Zalil  mit  0,3  zu  multi¬ 
plizieren. 
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Beispiel:  Es  waren  1  ccm  Harn  angewandt.  Znm 
Bcuiumcarbonatnieclerschlag  waren  zugegeben  20  ccm 
n  20  HCl,  zur  Titration  bis  zum  Umschlag  verbraucht 
1,5  ccm  KOH.  Es  waren  also  erforderlich  1<S,5  ccm  Säure. 
Die  Menge  des  Kohlenstoffs  beträgt  also,  unter  Berück¬ 
sichtigung  des  oben  genannten  Fehlers  (ES, 5  —  0,.3)  multi¬ 
pliziert  mit  0,3,  d.  h.  5, 16  mg  in  1  ccm,  in  1000  ccm  Harn 
also  0,546  g  C. 

\om  normalen  Gang  der  Bestimmung  werden  bisweilen 
Abweichungen  beobachtet.  1.  Hat  man  in  die  Birne  beim 
Nachspülen  der  KOH  zu  viel  Wasser  zugefügt,  so  daß  die 
Gefahr  besteht,  daß  das  gewundene,  nach  unten  führende 
Zuleitungsrohr  in  die  Flüssigkeit  eintaucht,  so  muß,  da 
dieses  in  jedem  Falle  vermieden  werden  muß,  der  Apparat 
schräg  gestellt  werden.  2.  Läuft  nach  dem  Evakuieren 
die  H.jSO,  nicht  in  die  Kugel  herein,  oder  steigen  beim 
späteren  Erhitzen  in  die  H2SO4  Blasen  auf,  so  muß  die 
Bestimmung  verworfen  werden,  weil  der  Apparat  nicht 
genügend  luftleer  war.  3.  Beim  Auseinandernehmen  des 
Apparates  muß  man  den  Aufsatz  etwas  drehen  und  fest 
anfassen,  um  ihn  leicht  los  zu  bekommen.  Die  in  der  Kugel 
zurückbleibende  harte  Masse  muß  möglichst  gleich  nach 
dem  Auseinandernehmen  durch  tüchtiges  Schwenken  ent¬ 
fernt  werden,  wenn  das  nicht  gelingt,  mit  wenig  Wasser  die 
Kugel  bis  zur  Lösung  ausgespült  werden.  1.  Tritt  schon 
beim  Evakuieren  in  cler  Kalilauge-Birne  Trübung  oder  gar 
Niederschlag  auf,  so  ist  CO.,  hereingekommen  und  die 
Bestimmung  muß  verworfen  werden.  \'(jr  jedem  Gebrauch 
muß  der  Appaiat,  am  besten  durch  längeres  Evakuieren, 
absolut  trocken  sein. 

Bestimmung  der  Glukoseb. 

Prinzip:  Durch  Erhitzen  der  Harnprobe  mit  einem 
Dinitrosalicylsäurereagens  w'ird  der  Zucker  reduziert ;  die 
dabei  entstehende  Farbe  wird  mit  der  einer  Standaial- 
lösung  bekannten  Ciehaltes,  welche  ebenso  behaiulelt  wurde, 
verglichen. 

Erforderlich:  1.  Reagenz  A.  Zu  10  g  kristallisiertem 
Phenol  werden  22  ccm  I0''oige  NaOH  zugefügt  und  mit 

6  Nach  Siminer.  Jl.  of  biol.  cliem.  G.j,  :hS;{  (li)25). 


W’asst'i'  auf  HH)  ccni  aiifi^cfüllt .  Xatriinnl)isiilfit 

wcvdrn  in  (iU  ccui  dur  alkalisclu'ii  Iduaiollosunt^  j^c'Idst. 

I '1  Id  ccni  l,.)"',i!^ev  Xa(  )H-L(’)sun^  werden  2”).”) 
Seiijnelte-Salz  f^eldst  und  (SSO  eeni  eiiu'r  1  ®oif^^en  Lösiin^i,^ 
\i)ii  I  )initrosalieyls:iiire  zuyelüyt.  Lösunj^  wird  zu 
laisuii.e:  A  .ye.yeben,  (Über  Herslellun.y  der  Dinitrosalieylsäure 
vyl.  Suuiner,  Journ.  biol,  ('hem..  Bd.  17,  p.  ä,  H)21,  zu  l)e- 
zielieu  aueh  \-on  der  Bastman  Kodak  ('omp.).  2.  Veryleicli.s- 
lösuny;  d.l^Qk^e  1  raubeuzuckerlösuuy  in  sterilem  Wasser, 
durch  ein  Antisepticum  wie  Thymol  steril  zu  halten,  bei 
Trübuny  zu  verwerfen. 

In  ein  Reayensylas  mit  einer  Marke  bei  27)  ccm  wird 
1  ccm  Harn  (unverdünnt,  wenn  cs  sich  um  die  Bcstimmuny 
von  Spuren  in  ,, normalem“  Harn  handelt,  bei  Konzen¬ 
trationen  bis  2^0  Idlaeh  verdünnt,  bei  höherer  Konzen¬ 
tration  als  2"o  iiuf  das  2öfache  verdünnt)  cinpipettiert 
und  2  ccm  des  Reayens  zuyeyeben.  Mi.schen  und  7)  Minuten 
in  kochendem  Wasser  erhitzen,  dann  in  fließendem  Wasser 
abkühlcn  und  auf  27)  ccm  verdünnen.  Zu  gleicher  Zeit 
werden  1  ccm  Standardlösuny  ebenfalls  mit  3  ccm  Reayens 
versetzt  und  ebenso  wie  die  Probe  behandelt  und  schließlich 
auch  auf  2.)  ccm  autyctiillt.  Die  härbunyen  werden  im 
Kolorimeter  verylichen.  Die  Berechnuny  erfolyt  in  üblicher 
\\  eise.  War  der  Harn  10  mal  verdünnt,  die  Schichthöhe 
der  \  erylcichslösuny  ,10,  die  tler  \’ersuchslösuny  21  bei 
Farbcnyleichheit,  so  berechnet  sich  der  Prozentyehalt  des 
Haines  an  Glukose,  da  ja  1  ccm  der  Standardlösuny  mit 
0,1  o  1  ccm  des  (10  mal  \’erdünntcn)  Harnes  mit  1*^^  ent- 

sprechen,  zu  ^  mal  1  1,2.')%. 

Winde  dei  Hain  auf  das  2.)fachc  verdünnt,  so  ist  der 
Quotient  natürlich  mit  2,.')  zu  multi])lizieren. 

Bestimmung  des  Acetons,  der  Acetessigsäure  und 
der  /f-Oxybuttersäure. 

a)  Ac e t o n  11  n d  A ce t  essiy sa ur e.  Aceton  (präformiertes) 
wird  in  der  Kälte,  Aceton  aus  Aeetessiy.säure  in  der  Wärme 
unter  Säurezusatz  mit  Hilfe  eines  Luftstromes  aiisyet rieben. 
Als  Maß  der  Acetonmenye  dient  die  Jodoformbilduny.  Das 
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nicht  zu  Jocloformbilclung  verbrauchte  Jod  wird  mit 
Thiosulfat  titrimetrisch  bestimmt. 

Notwendige  Reagentien:  1.  Oxalsäurelösung,  l%iv- 
2.  Essigsäure,  10%ig;  3.  Natronlauge,  15% ig;  4  Salz- 
säure  konzentriert;  5.  V.o«  n- Jodlösung;  6.  Vio«  n-Thio- 
sultatlosung,  letztere  beide  genau  aufeinander  eingestellt  • 
Stärkelösung. 


Abb.  15. 


Zur  Bestimmung  wird  der  in  Abb.  15  dargestellte  Apparat 
benutzt.  Als  Destillierkolben  dient  ein  Fraktionierkölbchen 
von  ca.  125  ccm  Inhalt  mit  langem  Hals,  der  oben  einen 
eingeschliffenen  Stopfen  mit  fast  bis  zum  Boden  reichen¬ 
den,  oben  zu  einem  Trichter  erweiterten  Rohr  trägt,  als  Auf- 
fanggefäße  zwei  sogenannte  Gaswaschflaschen  mit  einge¬ 
schliffenem  Stopfen,  die  miteinander  so  verbunden  sind, 
daß  das  kurze  Rohr  der  ersten  Flasche  mit  dem  langen, 
eintauchenden  Rohr  der  zweiten  Flasche  verbunden  ist. 
Verbindungen  mit  dem  zwischengeschalteten  Kühler  Glas 
an  Glas.  Man  gibt  in  das  Destilliergefäß  2  ccm  Harn, 
25  ccm  destilliertes  Wasser,  2  ccm  O.xalsäurelösung  und 
einige  Tropfen  Vaselinöl,  in  die  erste  ^"orlage  10  ccm 
n  100- Jodlösung,  5  ccm  Natronlauge  und  ca.  5  ccm  destil¬ 
liertes  Wasser,  in  die  zweite  3  ccm  n;  100- Jodlösung, 


1  ccm  Xiitronlaugc  und  ca.  ä  ccm  Wasser.  Nach  l)ecndcter 
Destillation  wird  ihr  Inhalt  sofort  zn  dem  der  ersten 
\’oiiasc  znfi;efüt;t,  so  daß  die  weitere  \'erarbeitnnj^  gemein¬ 
sam  erfolgt.  Ist  sehr  viel  Aceton  zn  erwarten,  ist  die  Menge 
der  Jodlösnng  (stets  ans  einer  Bürette  oder  mit  einer  ge¬ 
nauen  Pipette  zn  entnehmen!)  und  der  Lange  zn  erhöhen. 

Ohne  zn  erwärmen,  saugt  man  während  25  Minuten 
einen  lang.samen  Lnftstrom  durch  das  System.  Dann  wer¬ 
den  die  \’orlagen  abgenommen,  der  Inhalt  der  zweiten 
\'orlage  wird  zn  dem  der  ersten  gefügt  und  mit  etwas 
Wasser  nachgespült.  Die  Vorlagen  werden  jetzt  durch  neue 
in  gleicher  Weise  beschickte  ersetzt.  In  das  Destilliergefäß 
gibt  man  durch  den  Trichter  1  ccm  Essig.säure  und  saugt 
mm  15  ]\Iinnten  lang  unter  Erhitzen  des  Destillations¬ 
gefäßes  auf  freier  Flamme  weiter  Luft  durch.  Verdampftes 
Wasser  wird  durch  Zugießen  von  destilliertem  W'asser  durch 
den  Trichter  ersetzt.  Der  Inhalt  der  beiden  Wrlagen  wird 
ebenfalls  zusammengegossen. 

Die  Wrlagen  werden  sofort  nach  ihrer  Abnahme 
weiter  verarbeitet.  Man  gibt  so  viel  konzentrierte 
Salzsäure  hinzu,  daß  die  Lösung  sich  durch  Aus¬ 
scheidung  von  Jod  bräunlich  färbt,  was  mit  dem  Ein¬ 
treten  einer  sauren  Reaktion  zusammenfällt.  Tritt  diese 
Braunfärbung  nicht  auf,  so  war  zu  wenig  Jodlösung  vor¬ 
gelegt  und  die  Bestimmung  ist  mit  einer  größeren  Menge 
Jodlösung  zu  wiederholen.  Zu  der  Mischung  der  Destillate 
jeder  Bestimmung  gibt  man  einige  Tropfen  Stärkelösung, 
titriert  aus  einer  in  ^'5,,  ccm  geteilten  Alikrobürette  mit 
n  lOO-Thiosulfat,  bis  die  Lösung  gerade  farblos  geworden  ist. 
Da  die  Reagentien  jodbindende  Stoffe  enthalten  können, 
ist  ein  Leerversuch  anzustellen  in  genau  gleicher  Weise  wie 
der  Wllversuch,  mit  der  einen  Abänderung,  daß  in  den 
Kolben  statt  Harn  nur  Wasser  eingefüllt  wird;  ein  eventuell 
dabei  erhaltener  Wert  ist  von  dem  beim  \’ollversuch  ge¬ 
fundenen  in  Abzug  zu  bringen.  Wenn  die  Marnlösung  stark 
schäumen  sollte,  gibt  man  etwas  Paraffinum  liquidum 
dazu,  keinesfalls  Oktylalkohol,  da  dieser  auch  Jod  bindet 
und  so  schwere  Fehler  bedingt. 

Berechming:  Die  Differenz  zwischen  der  vorgelegten 
Menge  Jodlösung  und  der  zum  Zurücktitrieren  verbrauchten 


Menge  Thiosulfatlösung  in  Kubikzentimeter,  mnltinliziert 
nnt  0,P),  ergibt  die  Milligramme  Aceton  in  der  ange^ 
wandten  Harnmenge;  die  Titration  der  ersten  Vorlagen  des 
praformierten  Acetons,  die  der  zweiten  des  Acetons  aus 
Acetessigsäiire.  Ans  dem  Werte  des  Acetons  aus  Acet- 
essigscäiire  kann  man  die  Acetessigsäure  selbst  durch 
Multiplikation  mit  1,76  berechnen. 

Beispiel:  Für  präformiertes  Aceton  vorgelegt  13  ccm 
Jodlösung,  zum  Zurücktitrieren  verbraucht  12,2  ccm  Thio- 
sulfatlösimg:  Menge  des  praformierten  Acetons  0,8-0  1  = 
0,08  mg  in  2  ccm,  in  100  ccm  also  4,0  mg  p-ür  4cet 
essipäure  vorgclegt  13  ccm  Jodlösung,  zum  Zurück- 
titriercn  verbraucht  8  ccm  Thiosulfatlösung;  Aceton¬ 
menge  aus  Acetessigsäure  also  0,1  •  5  0,5  mg  in  ccm 

bzw.  25  mg  in  100  ccm  Harn. 

Will  man  Aceton  und  Acetessigsäure  nicht  gesondert 
bestimmen,  so  verfährt  man  sofort,  wie  zur  Bestimmung 
des  Acetons  aus  Acetessigsäure  angegeben,  und  erhält 
dann  das  präformierte  und  das  aus  Acetessigsäure  ge¬ 
bildete  Aceton  zusammen.  Für  die  meisten  klinischen 
Zwecke  genügt  dieses  Verfahren. 

b)  Will  man  auch  die  /Ö-Oxybutt  er  säure  —  durch  Oxy¬ 
dation  zu  Aceton  —  bestimmen,  so  muß  der  Harn  vorbehan¬ 
delt  werden.  Man  gibt  in  ein  Meßkölbchen  von  50  ccm  ge¬ 
nau  5  ccm  Harn,  dazu  einen  Überschuß  —  es  darf  auf 
weiteren  Zusatz  keine  Fällung  mehr  entstehen  — •  von 
Bleiessig  (im  allgemeinen  genügen  5  ccm)  und  1  ccm 
konz.  NHg,  füllt  zur  Marke  auf,  mischt,  filtriert  und  ver¬ 
wendet  20  ccm  ( :=  2  ccm  Harn)  zur  Acetonanalyse  in  der 
eben  beschriebenen  Art.  Man  säuert  mit  wenig  Essigsäure 
an.  Nach  Austreibung  des  freien  und  des  als  Acetessig¬ 
säure  vorhandenen  Acetons,  wie  voiher  beschrieben,  läßt 
man  abkühlen,  gibt  in  das  Destillationsgefäß  so  viel 
Wasser,  daß  die  Menge  ca.  30  ccm  beträgt,  und  1  ccm 
konzentrierte  Schwefelsäure.  Nach  Verbindung  mit  den 
mit  Jod  und  Natronlauge,  wie  oben  beschrieben,  be¬ 
schickten  Vorlagen  erhitzt  man  auf  kleiner  P'lamme  unter 
Liiftdiirchsaugung  zum  Sieden  und  gibt  durch  den  Trichter 


*)  Eigentlich  ü,()9t)7. 


in  Zwisciionräunien  von  5  Minuten  viernnil  f)  ccm  eincr 
■2";,igcn  Kalinmbicliromatlösnng.  Nacli  20  Minnten  ist 
die  Destillation  vollendet,  und  man  veifährt  mit  An¬ 
säuerung  und  Titration  in  der  ohim  beschriebenen  Wihse. 

Die  Bereclmnng  des  Acetons  erfolgt  wie  geschildert. 
Zur  Feststellung  der  .Menge  der  /f-0.\yhntter.säure  multi¬ 
pliziert  man  die  Differenz  zwi.schcn  Jodlösnng  und  Thio- 
sulfat  (ccm)  mit  0,2:)')  und  erhält  so  die  Milligramm  O.xy- 
buttersänre  in  tler  angewandten  Harnmcnge. 

Bestimmung  der  Harnsäure  in  mittlerenHarnmengen. 

Prinzip:  Ans  dem  vorbehandclten  Harn  wird  die  Harn- 
sanie  als  Ammonniat  gefällt  und  die  daraus  freigesetzte 
Harnsäure  oxydimetrisch  bestimmt. 

Notwendige  Reagentien:  1 .  Uranammonsulfatlüsnng: 
.)00  g  Ammonsnlfat  werden  in  ungefähr  000  ccm  Wasser 
gelöst  und  in  einen  Meßkolben  von  1  1  eingefüllt.  Hie¬ 
zu  wird  eine  Lösung  von  5  g  Uranacetat  in  ca.  100  ccm 
\\  asser  und  G  ccm  konz.  Lssigsäure  (Lisessig)  gefügt  und 
die  -Mischung  mit  Wasser  auf  1  1  aufgefüllt;  2.  Ammon- 
snlfatlösung  lf)%;  3.  konzentrierte  Schwefelsäure;  4.  -Am¬ 
moniak.  2;)"„ig;  5.  Kaliumpermanganatlösung,  normal. 

^GO  ccm^  Harn  werden  in  einem  hohen  Zylinder  mit 
loccm  Uranreagens  (1)  versetzt,  gut  durchgenüscht  und 
stehengelassen,  bis  der  Niederschlag  sich  ziemlich  gut 
abgesetzt  hat.  .Man  filtriert  dann  die  klare  Lösung  durch 
ein  trockenes  Filter  in  ein  trockenes  (iefäß.  lu  zwei  große 
Zentnfugengläser  ^•on  je  ca.  30  ccm  Fassiingsranm 
pipettiert  man  je  2.)  ccm  der  klaren  Lösung  herein,  gibt 
2  ccm  -Ammoniak  dazu,  verschließt  durch  einen  StoiMen 
und  läßt  mindestens  über  Nacht  stehen,  bis  das  ausge- 
schiedene  Ammonurat  sich  etwas  gesetzt  hat.  Man  zen¬ 
trifugiert  dann  scharf  und  gießt  die  klare  überstehende 
Losung  ab.  Man  setzt  je  15  bis  20  ccm  Ammonsiilfat- 
lüsiing  (2)  zu  und  zentrifugiert  wieder,  so  daß  der  Nieder- 
.schlag  von  Ammonurat  sich  gut  am  Boden  absetzt.  Die  über- 
stehende  Idüssigkeit  wird  wieder  abgegossen,  das  gleiche 
erlahien  wiederholt,  abgegossen  und  nun  im  Rück- 


0  Kmpiiisch  fest  gestellte  Zahl. 
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Strand  die  Bestimmung  vorgenommen.  Man  gibt  zu  diesem 
15  ccm  Wasser  und  3  ccm  konzentrierte  Schwefelsäure 
wobei  die  Flüssigkeit  sich  auf  GO— 70  Grad  erwärmt.  Man 
titriert  sofort  mit  Normal-Permanganatlösung  unter 
häufigem  Umrühren  mit  einem  dünnen  Glasstäbchen, 
bis  die  gesamte  Harnsäure  oxydiert  ist,  was  dadurch  er¬ 
kennbar  wird,  daß  der  nächste  einfallende  Tropfen  Perman¬ 
ganat  der  Flüssigkeit  eine  rosa  Färbung  erteilt.  Ver¬ 
schwindet  diese  innerhalb  10  Sekunden,  so  ist  noch  ein 
Tropfen  nachzugeben,  bis  die  Farbe  10  Sekunden  lang 
bestehen  bleibt.  In  beiden  Proben  muß  das  Resultat 
das  gleiche  sein  und  höchstens  um  einen  Teilstrich 
differieren. 

Berechnung:  Die  Anzahl  verbrauchter  Kubikzenti¬ 
meter  Pernianganatlösung  multipliziert  mit  1,5  ergibt 
die  Anzahl  Milligramm  Harnsäure  in  den  angewandten 
25  ccm  Lösung,  bzw.  20  ccm  Harn.  Durch  Multiplikation 
mit  5  wird  die  Harnsäuremenge  in  100  ccm  Harn  erhalten: 
dieser  Zahl  sind  noch  3  mg  Harnsäure  zuzufügen,  da  diese 
in  Wasser  etwas  löslich  ist. 

Beispiel:  Verbraucht  seien  im  Durchschnitt  der 

2  Proben  3,0  ccm  n/50-Permanganatlösung.  Die  Harn¬ 
säure  in  100  ccm  beträgt  demnach  3,0  •  1,5  •  5  =  22,5  mg  -f 

3  mg  25,5  mg. 

Bestimmung  des  Kreatinins  und  Kreatins. 

Prinzip:  Die  durch  Zugabe  einer  alkalischen  Pikrat¬ 
lösung  erzeugte  Rotfärbung  wird  mit  der  Färbung  einer 
Bichromatlösung,  deren  Farbtiefe  bekannt  ist  und  einer 
bekannten  Kreatininmenge  entspricht,  verglichen^). 

Erforderliche  Reagentien:  1.  Pikrinsäurelösung l,2°o 
(gesättigt),  2.  Natronlauge,  10%ig,  3.  Normal-Kalium- 
bichromatlösung  (Vergleichslösung)  (25,54  g  Kalium- 
bichromat  werden  auf  11  gelöst). 

Zur  Kreatininbestimmung  können  sämtliche  Harne 
verwandt  werden.  Bei  Gegenwart  von  Aceton  und  Acet- 
essigsäure  ist  der  Harn  zunächst  zur  Entfernung  dieser 
Körper  kurz  aufzukochen. 

0  Der  Vergleich  mit  einer  Stanclard-Kreatininlösung  (wie  für 
Blut  beschrieben)  scheint  für  Harn  keinen  Vorteil  zu  bieten . 


1  ccm  Hain  wird  in  einen  nO  ccm  Meßkolben  pipettiert, 
mit  1,5  ccm  Pikrinsänrclösnng  und  0,5  ccm  Natronlangc 
versetzt,  nmgeschüttelt,  5  Minuten  steliengclassen,  auf 
oO  ccm  mit  Wasser  aufgcfüllt  und  durcligemischt.  Die 
so  erhaltene  Färbung  wird  im  Kolorimeter  mit  der  Bi- 
chromatlösung  verglichen,  welche  sehr  annähernd  einem 
Gehalt  von  1mg  Kreatinin  in  50  ccm  entspricht.  Wird 
gleiche  Farbtiefe  bei  gleicher  Schichtdicke  cler  \"crsuchs- 
und  5'ergleichslösung  erreicht,  so  enthalten  auch  die  50  ccm 
der  5'crglcichslösung,  bzw.  der  1  ccm  in  dieser  enthaltene 
Harn  1  mg  Kreatinin.  Ist  bei  gleicher  Farbtiefe  die  Schicht- 
dicke  verschieden,  so  ist  der  Kreatiningehalt  in 

Schicht  dicke  der  Bichromatlösung 

1  ccm  Harn  -r  ,  .  .  - 5  .  i 

Schichtdicke  der  Versuchslösuiig 

Beispiel:  Die  Schichtdicke  der  Bichromatlösung  sei 
20  mm,  die  der  \'ersuchslösung  25  mm;  der  untersuchte 
‘>0 

Harn  enthält  also  ■  1  mg  0,8  mg  im  ccm,  0,08  g 
— o 

Kreatinin  in  100  ccm. 


Zur  Bestimmung  des  Gesamtkreatinins,  d.  h.  des 
präformierten  Kreatinins  (s.  oben)  und  des  Kreatins,  muß 
letzteres  in  Kreatinin  übergeführt  werden.  Dies  geschieht 
durch  Erwärmen  von  10  ccm  Harn  d-  5  ccm  n-HCl  während 
3  Stunden  im  Wasserbad  von  80**.  Nach  dieser  Zeit  wird 
die  Lösung  quantitativ  in  ein  Kölbchen  von  20  ccm  über¬ 
gespült,  mit  n-NaOH  neutralisiert  und  mit  Wasser  bis 
zur  Marke  aufgefüllt.  Von  dieser  Lösung  werden  2  ccm 
(entsprechend  1  ccm  Harn)  zur  Analyse  verwendet,  die 
genau  ausgeführt  wird,  wie  für  das  Kreatinin  beschrieben: 
es  wird  also  ebenfalls  1,5  ccm  Pikrinsäurelösung  und 
0,5  ccm  Natronlauge  zugesetzt.  Die  Berechnung  gestaltet 
sich  entsprechend.  Die  Differenz  zwischen  dem  Werte 
für  das  Gesamtkreatinin  und  dem  des  präformierten  ergibt 
die  Menge  des  Kreatins,  als  Kreatinin  berechnet.  Will 
man  sie  als  Kreatin  ausdrücken,  so  muß  die  erhaltene 
Zahl  mit  1,27  multipliziert  w’erden. 


Mikromethodik  des  Blutes. 

Allgemeines. 

Bei  den  Methoden  zur  Bestimmung  der  Blutbestand- 
tedc  muß  man  unterscheiden  zwischen  .Mikromethoden 
mit  wenigen  Bluttropfen  und  solchen,  bei  welchen  zwar  nur 
verhaltnismäßig  geringe  Mengen  Blut  erforderlich  sind 
—  besonders  im  \Mrgleich  mit  den  früher  benötigten  — , 
die  immerhin  aber  einige  Kubikzentimeter  erfordern.  Die 
in  diesen  Fallen  nötigen  Bhitmengen  entnimmt  man  am 
besten  in  üblicher  Weise  aus  der  Armvene  mit  Hilfe  einer 
Straußschen  Kanüle  oder  noch  besser  mit  einer  Spritze. 
\\  ill  man  die  Bestimmung  im  Serum  vornehmen,  so  läßt 
man  das  Blut  sofort  in  ein  steriles  Zentrifugenglas  einfließen, 
läßt  gerinnen,  löst  den  Blutkuchen  am  Rande  ab  und 
zenti  ifugiert  dai'auf.  Das  muß  unter  Umständen  sehr 
schnell  geschehen,  da  z.  B.  die  kaliumreichen  Blutkörper¬ 
chen  bei  längerem  Stehen  Kalium  an  das  kaliumarme 
Serum  abgeben.  Das  Absetzen  des  Blutkuchens  vor  dem 
Zentrifugieren  wird  beschleunigt,  wenn  man  das  Glas  mit 
dem  Blut  für  ungefähr  U  Stunde  in  den  Brutschrank 
stellt.  Einstellen  in  Eis  pp  führt  oft  zur  Hämolyse!  Pis 
sei  noch  darauf  aufmerksam  gemacht,  daß  Blut  aus  ver¬ 
schiedenen  Distrikten  —  z.  B.  Venen-  und  Kapillarblut  — 
verschiedene  Zusammensetzung  haben  kann. 

Soll  die  Bestimmung  im  Vollblut  oder  im  Plasma 
ausgefiihrt  werden,  so  muß  in  der  Regel,  besonders  wenn 
man  die  weitere  Bearbeitung  nicht  sofort  anschließt,  ein 
gerinnungshemmender  Stoff  zugefügt  werden.  Man  ver¬ 
wendet  im  wesentlichen  die  kalkfällenden  Substanzen, 
wobei  naturgemäß  darauf  zu  achten  ist,  daß  sie  frei  von 
den  zu  bestimmenden  Stoffen  sind.  Am  besten  für  die 
meisten  Zwecke  eignet  sich  Kaliumoxalat.  Man  pulvert 
es  ganz  fein  und  gibt  in  das  absolut  trockene  Gefäß,  welches 
das  Blut  aufnehmen  soll,  20  mg  Kaliumoxalat  auf  10  ccm 
l-51ut.  Da  größere  Mengen  unter  Umständen  schädlich, 
kleinere  ungenügend  zur  Gerinnungshemmung  sind,  ist 
die  Blutmenge  gut  abzume.ssen:  man  entnimmt  entweder 
mit  einer  graduierten  Spritze  und  spritzt  aus  dieser  schnell 


(■)1 


<las  Blut  iii  (las  oxalathaltondc  (IcfäLl  hinein,  oder,  wenn 
man  direkt  in  dieses  (das  ans  der  .\dcr  einflie(3en  lädt, 
markiert  man  am  (leläd  die  cntsprecliende  Ih'ihe.  Nach¬ 
dem  das  BInt  znm  Kalinmoxalat  zaif^etan  ist,  sclhittclt 
man  wiederholt  f^nt  nm,  bis  eine  vollständige  Mischung 
stattgelnnden  hat.  Die  Methode  ist  dnrchans  ziu’crlässig 
und  hat  außerdem  den  großen  \'orteil,  daß  das  Blnt- 
volnmcn  nicht  verändert  wird,  also  Umrechnungen  irgend¬ 
welcher  Art  erspart  werden.  Für  manche  Fälle  empfiehlt 
sich  eine  Ungerinnbarmachnng  durch  Zusatz  von  Natrinm- 
eitrat.  Man  stellt  sich  eine  ö%ige  Citratlcäsnng  her  und 
gibt  in  das  Anffangegefäß  1  ccm  auf  9  ccm  anfznnehmendes 
Blut,  (inte  Mischung  ist  auch  hier  erforderlich.  Nötig  ist 
natürlich,  daß  das  Mischungsverhältnis  ganz  strikt  inne¬ 
gehalten  wird,  da  dieses  znm  Schluß  für  die  Berechnung 
wichtig  ist.  Endlich  kann  man  auch  das  BInt  ohne  Zusatz 
sofort  in  ein  größeres  Volumen  destilliertes  Wasser  oder 
Enteiweißnngsflüssigkeit  überführen,  wobei  unter  Hämolyse 
das  verdünnte  Blut  zunächst  flüssig  bleibt. 

Das  Blut  soll  stets  vom  nüchternen  Patienten  ent¬ 
nommen  werden. 

Die  eigentliche  IMikromethodik  des  Blutes  arbeitet  nur 
mit  einigen  Tropfen  Kapillarblut.  Man  kann  das  Blut 
entweder  mit  einer  Pipette  aus  dem  sich  bildenden  Bluts¬ 
tropfen  entnehmen  oder,  nach  Bang,  sofort  beim  Aus¬ 
tritt  auf  einem  Blättchen  saugenden  Papieres  aufnehmen; 
ans  diesem  Blättchen  werden  die  zu  bestimmenden  Bestand¬ 
teile  durch  geeignete  Lösungsmittel  herausgclöst  und 
in  der  so  erhaltenen  Lösung  die  Analyse  ausgeführt.  Diese 
Lfischpapierblättchen  müssen  verschiedene  Bedingungen 
erfüllen;  sie  müssen  scharf  geschnitten  sein,  damit  keine 
kleinen  hasern  bei  der  Behandlung  sich  loshäsen  und  so 
das  (lewicht  verändern  oder  durch  Eingehen  in  die  Unter¬ 
suchungsflüssigkeit  zu  hehlern  \'eraulassung  geben  können. 
Sie  müssen  eine  genügende  Saugfähigkeit  besitzen,  um 
einige  fropten  schnell  vollständig  aufzunehmen,  und 
sic  müssen  endlich  frei  sein  von  solchen  Substanzen,  die 
im  Blut  bestimmt  werden  sollen.  Durch  die  llandhmgen 
können  fertig  präjiarierte  Blättchen  in  geeigneter  (lr(")ße 
(Iß  X  ßß  mm)  bezogen  werden.  .Mau  kann  sie  selbst  her- 
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stellen,  indem  man  weißes,  gut  saugendes,  starkes  Lösch¬ 
papier  in  passender  Größe  schneidet,  die  Stückchen  zur 
Entfernung  von  eiweißhaltigen  und  kohlenhydratähnlichen 
Substanzen  mehrere  Male  mit  ganz  schwach  angesäuertem 
W  asser  und  darauf  mit  reinem  Wasser  ein-  bis  zweimal 
c  igei  iert  und  dann  an  der  Luft  auf  sauberem  Papier  zum 
Tiocknen  ausbreitet.  Für  Fettbestimmungen  ist  eine 
Extraktion  mit  siedendem  Äther  oder  Petroläther  und 
Alkohol  erforderlich.  Die  Wägung  der  Blättchen  vor 
und  nach  der  Beschickung  mit  Blut  erfolgt  auf  einer 
Torsionswaage  oder  sonst  schnell  arbeitenden  Waage. 
Es  ist  daiauf  zu  achten,  daß  die  Lochstanzung,  welche 
zum  Anhängen  an  das  Häkchen  der  Waage  erforderlich 
ist,  ganz  scharf  ist. 

Das  Blut  kann  aus  der  Fingerbeere  oder  dem  Ohr¬ 
läppchen  entnommen  werden.  Die  betreffende  Stelle 
wird,  wenn  nötig,  mit  Wasser  und  Seife,  stets  aber  mit 
Alkohol  und  etwas  Äther  gereinigt;  zweckmäßig  ist  eine 
leichte  Hyperämisierung  durch  Abreiben  mit  einem  mit 
Xylol  oder  Toluol  getränkten  Wattebausch.  Bei  Tieren 
entnimmt  man  das  Blut  auf  die  allgemein  übliche  Weise, 
z.  B.  bei  Kaninchen  aus  der  Ohrvene,  nachdem  man  die 
Haare  etwas  abgerupft  hat. 

Del  Einstich  ei folgt  beim  Menschen  in  die  gereinigte 
Hautstelle  am  besten  mit  einem  spitzen,  scharfen  Messer 
oder  dem  Frankeschen  Schnepper,  den  man  so  tief  einstellt, 
daß  ei  duich  die  Haut  durchdringt.  Den  ersten  entstehenden 
Tropfen  wischt  man  scharf  ab  und  nimmt  die  Blutent¬ 
nahme  nun  so  vor,  daß  man  erst  einen  großen  Tropfen 
sich  ausbilden  läßt  und  dann  zur  Aufsaugung  das  Blätt¬ 
chen  an  die  Peripherie  des  Tropfens  heranbringt.  Man 
wiederholt  dieses,  nachdem  sich  ein  weiterer  Tropfen 
ausgebildet  hat,  sorgt  aber  dafür,  daß  man  diesen  mit 
einem  noch  nicht  getränkten  Teile  des  Löschpapiers  auf¬ 
nimmt.  Nach  Aufnahme  von  3  bis  4  Tropfen  ist  im  all¬ 
gemeinen  der  untere  Teil  des  Blättchens,  bis  ungefähr 
zum  ausgestanzten  Loch,  mit  Blut  durchtränkt;  es  darf 
jedoch  kein  Blut  auf  der  blutduichsaugten  Oberfläche 
stehen,  da  die  Bildung  dickerer  Schichten  die  spätere 
Extraktion  mit  dem  Lösungsmittel  erschwert  oder  ganz 


unmöglich  maclil.  Wälucnd  tlie  Wägung  der  leeren  Ididt- 
rhcTi,  die  man  zweckmäßig  auf  ein  kleines  (iestell  anf- 
reiht,  tlas  man  sich  durch  Anl'stccken  von  Stecknadeln 
mit  etwas  nntergelcgtem  Kork  in  irgendein  senkrecht 
stehendes  Hrett  herstellt,  längere  Zeit  vor  der  Abnahme, 
am  besten  gleich  in  einer  größeren  Serie  erfolgen  kann, 
muß  die  Wägung  der  mit  Blut  beschickten  Blättchen 
sehr  schnell  vorgenommen  werden,  da  sonst  infolge  Wasser- 
verdnnstnng  falsche  Resultate  gewonnen  werden.  Ans 
demselben  Clrnnde  ist  es  auch  nötig,  daß  die  Blntanfsaiignng 
möglichst  schnell  geschieht.  Sollten  die  Tropfen  zu  lang¬ 
sam  heranstreten,  so  ist  meist  der  Einstich  nicht  genügend 
tief;  man  macht  in  diesem  halle  daneben  einen  zweiten, 
etwas  tieferen  Einstich.  Läßt  nach  anfänglichem  gutem 
Eließen  der  Blutanstritt  nach,  so  handelt  es  sich  um 
Cierinnnng  bzw.  Verstopfung;  man  wird  durch  kurzes, 
wiederholtes  scharfes  Abwischen,  wodurch  außerdem  eine 
Hyperämie  erzeugt  wird,  in  den  meisten  Fällen  ein  reich¬ 
licheres  Fließen  erzielen.  Keinesfalls  darf  man  die 
betreffende  Stelle  drücken  oder  quetschen,  da  sonst  sich 
leicht  Gewebssaft  dem  Blute  beimischen  kann.  Bei  diesen 
M'kromethoden  müssen  in  jedem  Falle  mindestens  zwei 
Parallelbestimmungen  ausgeführt  werden.  Ferner  ist, 
mindestens  an  jedem  Tage  einmal,  eine  Feerbestimmung 
unter  \’erwendung  eines  unbcschickten  Blättchens  er¬ 
forderlich. 

Man  kann  auch  bei  sonst  ganz  gleichem  Verfahren  die 
Abwägung  des  Blutes  durch  eine  Messung  ersetzen.  Zu 
diesem  Zweck  sind  genau  kalibrierte,  in  emm  geteilte 
Pipetten  notwendig,  die  t»,]  ccm  fassen.  Die  Kalibrierung 
ei folgt  am  einfachsten  durch  Aufziehen  von  Quecksilber 
bis  zur  .Marke  und  Abwiegen  des  aus  der  Pipette  (nach 
Abwischen  alles  außen  anhaftenden  Quecksilbers)  wieder 
herausgeblasenen  Quecksilbers  auf  einer  genauen  analyti¬ 
schen  Waage.  Das  Cjcwicht  dieses  Quecksilbers  dividiert 
durch  dessen  spezifisches  Gewicht  (l.Töü)  gibt  den  Inhalt 
dei  Pipette  an.  Man  kann  auch  die  Eichung  in  genügend 
genauer  Weise  so  vornehmen,  daß  man,  wie  bei  der  üblichen 
Bangschen  Bestimmung,  ein  Blättchen  abwiegt,  in  die 
Pipette  bis  zur  .Marke  Blut  aufsaugt,  dieses  nach  .Abwischen 


aulJcn  anhaftenden  Blutes  auf  das  Blättchen  herauf 
blast  und  das  Blättchen  schnell  wieder  wiegt.  Das  Gewicht 
g^b  direkt  den  Inhalt  m  mg  an.  Man  verfährt  bei  dieser 
cbung  genau  so,  wie  unten  für  die  Anstellung  der  Ver¬ 
suche  beschrieben.  Am  besten  ist  es,  wenn  die  Pinette 

ZTbI!:!  'i’’  f  ”1'“  '-oUstLu, 

mit  Blut  fallt,  da  dadurch  die  Rechnung  erheblich  ver 

einfacht  wird.  Wichtig  ist  es,  daß  man  difselben  Pipetten 

für  a  le  \  ersuche  verwendet,  da  in  diesem  Falle^auch 

bei  kleinen  Lichungsfehlern  die  Werte  gut  vergleichbar 

sind.  Man  muß  wissen,  ob  man  Volumteile  oder  Gewichts- 

c  e  abmißt.  Im  ersten  Falle  kann  man  für  Blut  das 

Gewicht  sehr  angenahert  berechnen,  wenn  man  das  Volumen 

mit  l,0o  multipliziert.  Hat  man  anderseits  den  Wert  eines 

Bestandteils  für  ein  bestimmtes  Volumen  Blut  berechnet 

so  erhält  man  den  Wert,  auf  Gewicht  berechnet,  durch 

Duusion  durch  I,0o  bzw.  Multiplikation  mit  0,95. 

Zur  Blutentnahme  verfährt  man  folgenderrnaßen.  In 
die  gereinigte  Haut  macht  man  in  üblicher  Weise  einen 
Fmstich  mit  dem  Frankeschen  Schnepper.  Da  die  Ab- 
nahnie  mit  der  Pipette  auf  einmal  erfolgen  muß,  dürfen 
die  Blutstropfen  nicht  zu  klein  sein.  Auch  muß  eine 
Gerinnung  des  Blutes  verhindert  werden,  was  man  durch 
schnelles  Arbeiten  ohne  Schwierigkeit  erreicht.  Ist  eine 
genügend  große  Menge  Blut  ausgetreten,  so  führt  man 
die  Pipette  in  den  Blutstropfen  herein  und  saugt  bis  zur 
Maike  Blut  auf:  entweder  mit  dem  Mund  oder  mit  einer 
kleinen  Rekordspritze,  deren  Ansatz  durch  einen  kurzen 
Schlauch  mit  dem  oberen  Ende  der  Pipette  verbunden 
ist.  Nach  regelrechter  Füllung  bis  zur  Marke  nimmt  man 
die  I  ipette  aus  dem  Blutstropfen  heraus  und  wi,scht  außen 
anhaftendes  Blut  sorgfältig  weg.  Man  beschickt  mm  das 
Blättchen  mit  dem  Blut,  indem  man  dieses  tropfenweise 
so  aufsaugen  läßt,  daß  es  möglichst  sich  auf  die  Ober¬ 
fläche  des  Blättchens  verteilt.  Die  letzten  Reste  muß 
man  —  selbstverständlich  Pipetten,  die  bis  zum  Ende 
Reicht  sind,  vorausgesetzt  —  durch  Ausblasen  heraus- 
M lugen  und  zum  Schluß  das  an  der  Spitze  noch  haftende 
Blut  aiil  dem  Blättchen  abstreichen.  Auf  die.se  Weise 
gelingt  es,  das  Blut  (iiiantitativ  —  mit  .Ausnahme  eines 


konstanten,  an  den  Wandniif^^en  haltenden  Restes 
auf  ilas  Blältelien  zn  iiherfähren.  Die  weitere  Wrarheit 
,itesclneht  wie  bei  den  j^ewogenen  Blättchen. 

\’or  jedem  X’ersncii  müssen  die  Piiietten  rein  mul  trocken 
sein:  die  Reinittung  erfol,!Ltt  zunächst  mit  kaltem  Wassc'r, 
daranl  mit  Alkohol,  endheh  mit  Äther;  nachdem  man 
<hesen  heraus, iteblasen  hat,  entfernt  man  die  Reste  durch 
kurzes  Durchziehen  durch  eine  Flamme. 

Bestimmung  der  anorganischen  Bestandteile. 

Bestimmung  des  Wassergehaltes. 

Die  im  allf.(emeinen  sehr  schwieri,e;e  Bestimmmif^  des 
Wassergehaltes  wird  durch  Anwendung  des  Ihmgschen 
Prinzips  der  Autsangnng  des  Blutes  auf  laäschpapier- 
blättchen  erheblich  erleichtert.  Die  W'ägnng  mit  der 
Forsionswaage  gibt  jedoch  höheren  Ansjrrüchen  nicht 
genügende  Re.snltatc;  hiefür  muß  man  die  analytische 
Whiage  benutzen. 

Lin  passendes,  mindestens  doppelt  so  großes  Blättchen, 
wie  Ihr  die  gewöhnlichen  Bestimmungen  nach  Bang  ver¬ 
wendet  wird,  wird  in  ein  W'ägegläschen  .gebracht,  mit 
diesem,  aber  bei  nicht  aufgesetzten,  sondern  dancl)en- 
.gclegtcn  Deckel  eine  Stunde  bei  100  Grad  im  Trocken- 
schrank  getrocknet,  das  W’ägegläschen  --  Unterteil  mul 
Oberteil  getrennt  -  in  einen  LxGkkator  gebracht  mul 
nach  vollständigem  Icrkalten  geschlossen  auf  einer  analy¬ 
tischen  W'aage  gewogen.  Man  bereitet  alles  für  die  Blut¬ 
entnahme  vor,  mul  wenn  das  IMiit  so  reichlich  austritt, 
daß  die  nöti.ge  Menge  in  kürzester  Zeit  aufgesaugt  werden 
kann,  biingt  man  das  Pdältchen  aus  dem  kurz  geöffneten 
W'ägegläschen  mit  Hilfe  einer  Pinzette  an  die  Bhutropfen 
iieian,  saugt  aul,  wie  vorher  beschrieben,  überführt  das 
vollgesaugte  IMättchcn  schnell  in  das  W'ägegläschen  mul 
setzt  den  Deckel  wieder  auf.  Bei  der  IhiUentnahme  ist 
besonders  durauf  zu  achten,  daß  keine  dicke  Bliuscliicht 
entsteht,  sondern  daß  das  Blut  iii  gleichm;U.ii,ger,  iiuig- 
lichst  diinner  Sehiclu  eingesaugt  wird.  .Mau  wägt  W'äge- 
gläs(  heu  mit  Blättchen,  notiert  das  (iC'wicht  und  briu,gt 
das  W'ägegläschen  wieder  in  den  Trockenschraiik.  Xaeh- 
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dem  man  den  Deckel  abgenommen  hat,  trocknet  man 
zwei  btimden  lang  bei  100  (irad,  überführt  wieder  in  den 
Kxsikkator  und  wägt  wieder.  Man  bringt  Wägegläschen 
mit  Inhalt  nochmals  in  den  Trockenschrank  herein,  trocknet 
wie  oben  nochmals  eine  Stunde  lang  und  führt  wiederum 
nach  Erkalten  die  Wägung  aus.  Stimmte  dieses  Tiewicht 
mit  dem  nach  einmaligem  Trocknen  erhaltenen  überein 
>o  ist  die  Trocknung  beendet.  Man  kann  in  einfacher 
Meise  nunmehr  den  Wassergehalt  aus  der  Differenz  der 
beiden  Wägungen  vor  und  nach  dem  Trocknen  feststellen, 
band  noch  eine  Gewichtsabnahme  statt,  so  ist  Trocknung 
und  \\  ägung  nochmals  zu  wiederholen,  bis  das  Gewicht 
konstant  geworden  ist. 

Beispiel.  War  das  Gewicht  des  W'ägegläschens  mit 
leerem  Blättchen  (getrocknet)  12,1.35  g,  nach  Blutauf¬ 
saugung  12,865  g,  so  betrug  die  Menge  des  aufgenommenen 
Blutes  0,430  g.  Das  Gewicht  des  Gläschens  mit  Blättchen 
und  getrocknetem  Blut  war  12,530  g,  so  daß  die  Menge 
des  getrockneten  Blutes  12,5.30— 12, 135  0,095  g  war. 

In  0,4.30  g  Blut  sind  also  0,095  g  Trockensubstanz  oder 
22,1%.  Der  Wassergehalt  ist  dementsprechend  77,9°),. 

Bestimmung  der  Chloride, 
a)  Verfahren  nach  Bang. 

Prinzip:  Die  Chloride  werden  durch  Alkohol  aus  dem 
aufgesaugten  Blute  e.xtrahiert ;  in  der  alkoholischen  Lösung 
wird  das  Chlor  mit  Silbernitratlösung  unter  \Trwendung 
\’on  Kaliumchromat  als  Indikator  bestimmt. 

Erforderliche  Reagentien;  1.  92%iger  Alkohol 
(genau!);  2.  *  Normal-Silbernitratlösung ;  3.  7%ige 

Lösung  von  Kaliumchromat. 

Blutentnahme  und  Wdigung  der  Blättchen  erfolgt  in  der 
S.  62  ff.  beschriebenen  WTüse. 

Die  Blättchen  werden  noch  feucht  in  trockene  Reagens¬ 
gläser  überführt  und  sofort  mit  92%igem  Alkohol  über¬ 
gossen,  so  daß  dieser  ungefähr  y,  cm  über  dem  obersten 
Rand  der  Blättchen  steht.  Man  verschließt  die  Gläschen 
mit  Stopfen  und  läßt  mindestens  5  Stunden  extrahieren 
-  war  das  Blut  schon  ganz  angetrocknet,  was  in  der 
Regel  bei  längerem  als  öminutigem  Stehen  nach  der  Ent- 


nähme  eintritt,  so  ist  eine  ICxlraktion  von  mindestens 
21  Stunden  erforderlieh.  Man  j.;ieLU  dann  die  lü.xtraktions- 
flüssi^keit  in  ein  kleines  Wäge^liiselien  od('r  Erlenmeyer- 
kölbehen  über,  ,e:ibt  znm  Nach  waschen  in  das  Reagens- 
glas  noch  ca.  ö-  -()  ccm  Alkohol  nnd  vereinigt  diesen  nach 
Isthndigem  Stehen  mit  der  übrigen  Lösung.  Man  gibt 
hiezn  einen  kleinen  Tropfen  des  Imlikators  -  größere 
Mengen  Indikator  sind  zu  vermeiden,  da  der  Umschlag 
ungenauer  wird  -  und  titriert  ans  einer  .Mikrobürette 
mit  der  Silbernitratlösnng  unter  ständigem  Rühren  mit 
einem  dünnen  Glasstäbchcn,  bis  der  l'mschlag  von  gelb 
in  hellbraun  erfolgt.  Zur  besseren  Erkennung  des  Um¬ 
schlages  stellt  man  das  (iläschen  auf  eine  weiße  Platte. 
Wichtig  ist  gute  Beleuchtung,  am  besten  Tageslicht  oder 
Gasglühlicht.  Bei  gelblichem  Licht  ist  der  Umsc  hlag- 
punkt  nicht  zu  erkennen. 


Für  die  .\nsführung  dieser  Bestimmung  eignet  sich 
sehr  gut  der  Mikrotitrationsapparat  (S.  7).  L’m  die 
Erreichung  des  Endpunktes  deutlicher  zu  machen,  stellt 
man  ein  Kontrollgläschen  mit  der  Endfarbe  daneben. 


Die  Berechnung  ist  begründet  auf  der  Tatsache,  daß 
1  ccm  n  lOO-Silbernitratlösnng  (),;kä5  mg  Chlor,  bzw. 

mg  Xa(  1  entspriclit.  Man  braucht  also  mir  die 
verbrauchten  Kubikzentimeter  der  Silbeiiösimg  mit  diesen 
Zahlen  zu  multiplizieren,  um  die  Anzahl  Milligramm  C! 
bzw.  XaCl  in  der  angewandten  Blutmengc  zu  erhalten. 

Die  .'uif'abe  des  vorhandenen  CI  als  .N'aCI  ist  mir  konventionell; 
sie  drückt  nur  ans,  \vii  \iel  Xat  1  \’orhanden  wäre,  wenn  alles  CI 
an  Na  gebunden  wäre,  was  aber  bekanntlich  in  Wirklichkeit  nicht 
der  J-'all  ist. 


Wurde  die  \olhardsche  Titrationsmethode  angewandt, 
<o  ist  die  Menge  verbrauchten  Silbernitrats  ans  der  zu¬ 
nächst  zugegebenen  Menge  abzüglich  der  verbrauchten 
Kubikzentimeter  Rhodanlösung  zu  berechnen. 


Beispiel:  Gewicht  des 
Zur  Titration  \’erbraucht 
(lehalt  der  Lösung  an  CI 
100  mg  0,ß71  mg,  in  100  g 


abgewogenen  Blutes  110  mg. 
1,L)  ccm  Silbernitratlösung. 
LL)  ■  0,ß.).)  0, 10<S  mg,  in 

Blut  0,ß71  g  CI.  Wird  alles 


in  der  angewandten  Blntmenge  zu  0,585  • 
der  NaCl-(ielialt  in  100  mg  Blut  zu  0,612 
Gehalt  in  100  g  Blut 


-  ,  .  nig, 

also  zu  0,612  bzw  ? 


=  0,673  mg, 
der  NaCl- 


b)  Bestimmung  nach  Veraschung*), 

Prinzip:  Nach  Zusatz  von  Salpetersäure  und  Silber¬ 
nitratlosung  wird  das  Blut  mit  Hilfe  von  Permanganat 
verascht  und  in  der  erhaltenen  Asche  das  überschüssige 
Silber  durch  Rhodanammonlösung  zurücktitriert. 

Erforderliche  Reagentien:  1.  i/,,„  n-Silbernitrat- 
osiing,  ,  100  ii-Rhodanammonlösiing;  3.  verdünnte  Sal¬ 
petersäure  frei  von  salpetriger  Säure,  Cl-frei;  1.  Kaliimi- 
permanganatlösung,  ungefähr  1/5  normal;  5.  Eisenoxyd- 
ammoniakalaun,  fein  gepulvert;  6.  reiner  Traubenzucker 
ein  gepulveit  (genau  auf  Cl-Freiheit  zu  prüfen). 

Mit  einer  in  Kubikmillimeter  geteilten,  0,2  ccm  fassen¬ 
den  Pipette  nimmt  man  Blut  aus  der  Fingerbeere  wischt 
das  außen  anhaftende  Blut  ab  und  bläst  den  Inhalt  in 
ein  kleines,  ca.  30  ccm  fassendes  Kölbchen  aus  Jenaer 
Glas  hinein.  Wenn  mehr  Blut  zur  Verfügung  steht,  läßt 
man  gerinnen  und  arbeitet  mit  Serum,  das  man  ebenfalls  mit 
der  Pipette  aufnimmt.  Man  wäscht  die  Pipette  durch  Auf¬ 
saugen  wiederholt  in  doppelt  destilliertem  Cl-freiem  Wasser 
aus,  welches  man  in  Menge  von  ca.  2  bis  3  ccm  in  einem 
Reagensglas  bereit  hat,  und  gibt  dieses  Wasser  ebenfalls  in 
das  Kölbchen  hinein.  Man  gibt  dazu  ca.  2  ccm  verdünnte  Sal¬ 
petersäure,  dann  ans  einer  genauen  Bürette  oder  Pipette 5ccm 
Silbernitratlösung  und  1  —2  Tropfen  Permanganatlösung  (aus 
einei  riopfllasche).  Man  stellt  das  Kölbchen  auf  ein  Asbest- 
diahtnetz,  eihitzt  mit  kleiner  Idanime  zum  Sieden  und 
erhält  dann  5  51inuten  bei  gelindem  Sieden.  Sobald  infolge 
des  Verbrauchs  des  Permanganats  zur  Oxydation  die  rote 
halbe  der  Lösung  verschwunden  ist,  wird  tropfenweise 
von  neuem  Permanganat  zugegeben  und  dies  so  oft  wieder- 
liolt,  bis  die  rote,  bzw.  rosa  harbe  bestchenblcibt.  Nach 
Ablauf  von  u  Minuten  wiul  die  Flamme  entfernt  und 
der  wenig  abgekühlten  Lösung  zur  Reduktion  des  über¬ 
schüssigen  Permanganats  eine  Messerspitze  Traubenzucker 
ziigefiigt,  wodurch  die  Lösung  vollkommen  entfärbt  wird. 


')  Ätinlich  Ruszniak. 


f)0 


Weiteres  Kochen  ist  unl)C(linfi:t  zu  vermeiden.  Nach  dem 
Irrkalten  wird  eine  Messerspitze  Itisenalann  zngcf^eben 
and,  bis  znm  Krsclieincn  einer  Rosalarbniif.^,  mit  Rlio- 
danammon  titriert. 

Znr  Bcrcclinnnfj[  wird  die  znm  Znrücktitricren  ver- 
branchte  Men^m  Rliodanammonlösnng  von  der  zuerst 
zne;efiigtcn  Silberlösimg  alaejezo.t^en  und  die  Differenz 
mit  d.döra  bzw.  O.b.S,')  mnltiplizicrt,  je  naclidem,  ol)  man 
die  in  der  angewandten  Menge  vorhandenen  Milligramm  CI 
erhalten  oder  alles  (  1  als  XaCl  ansdrücken  will. 

Beispiel:  Angewandte  Blntmenge  0,2  ccm,  zugegeben 
Silbernitratlösnng  5  ccm,  znm  Znrücktitricren  2,0  ccm, 
verbrauchtes  Silbernitrat  also  2,1  ccm.  Gehalt  an  Chlor 
0,3ö5  -2,1  =  0,(Sr)2  mg  CI  in  0,2  ccm  bzw.  0,120  g  in  100  ccm 

Blnt.  (rchalt  an  NaCl  (wobei  alle  (  hloride  als  NaCl  ange¬ 
nommen  werden)  0,580  mnltipliziert  mit  2,1  -  1 ,10 1  mg 

in  0,2  ccm  bzw.  0,702  g  in  100  ccm  oder  0,702%. 

Die  Menge  der  Chloride  im  normalen  Blnt,  als  NaCl 
berechnet,  beträgt  nngefähr  050  mg%. 

Bestimmung  der  Sulfate  im  Serum'). 

Prinzip:  Im  enteiweißten  Blutfiltrat  wird  die  freie, 
bzw.  nach  Sänrebehandlnng  die  gesamte  Schwefelsäure 
durch  Benzidin  gefällt  und  das  verbrauchte  Benzidin  nach 
Oxydation  mit  H2O.2  und  FcaClg  kolorimctrisch  bestimmt. 

erforderlich:  1.  Trichloressigsänre,  20%ige  Lösung.  Znr 
Reinigung  wird  das  übliche  Präparat  unter  vermindertem 
Druck  destilliert,  wobei  zu  100  g  der  geschmolzenen  Säure 
5  ccm  einer  0,5%igen  Lösung  der  Benzidin-Base  zugegeben 
wird.  2.  Wasserstoffsuperoxydlösung:  das  übliche  Produkt 
wird  nach  Bedarf  omal  mit  Wasser  verdünnt.  8.  0,5°oige 
Lösung  von  FeoClg.  1.  Reines  Aceton.  5.  0.5%ige  Lösung 
von  Benzidinbase  in  Aceton  (muß  x’crworfen  werden,  wenn 
Lösung  gelb  geworden  ist).  0.  Testlösnng.  2,0071  g  Benzidin¬ 
chlorid  werden  in  500  ccm  n  5  HCl  gelöst.  1  ccm  dieser 
Lösung  entspricht  1,5  mg  SO4.  Von  dieser  Standardlösnng 
werden  mit  n  5  HCl  Verdünnungen  auf  das  lOfache, 
50-  und  100 fache  hergestellt,  entsprechend  0,15,  0,08  und 
0,015  mg  Sulfat. 

')  Wakefield,  Jl.  of  biol.  ehern.  81,  7i;{  (liCi'»). 


70 


3  ccm  Serum  werden  in  ein  kleines  Zentrifugen^las 
pipettiert,  dazu  3  ccm  reines  destilliertes  Wasser,  3  ccm 
20%ige  Inchloressigsäurc  (1)  und  auf  l.äccm  mit  Wasser 
uufgefüllt.  Nach  guter  Mischung  und  Zentrifugieren  werden 
o  ccm  der  klaren  Lösung  in  ein  anderes  Zentrifugenglas  mit 
feiner  konischer  Spitze,  das  schon  10  ccm  der  Benzidin- 
Basen-Losung  (5)  enthält,  pipettiert.  Das  bedeckte  Reagenz¬ 
glas  bleibt  mindestens  U  Stunde  stehen  und  wird  dann 
30  Minuten  lang  in  einer  gut  laufenden  Zentrifuge  mit  einer 
Kappe  zentrifugiert.  Es  wird  die  überstehende  Flüssigkeit 
^^S^^ossen  und  das  Röhrchen  umgekehrt  für  einige  Minuten 
auf  trockenes  Eilt  der  papier  gestellt  und  danach  die  Öffnung 
gut  abgewischt.  Es  werden  15  ccm  reines  Aceton  zugefügt, 
der  Niederschlag  mit  einem  feinen  Glasstab  zerteilt  und 
gut  gemischt,  wieder  eine  Kappe  aufgesetzt  und  wieder 
15  Minuten  in  einer  schnell  laufenden  Zentrifuge  zentri¬ 
fugiert.  Hienach  wird  wieder  Aceton  abgegossen,  das 
Röhrchen  umgedreht  und  nach  völligem  Ablaufen  der 
Müssigkeit  die  inneren  Wandungen  mit  Filtrierpapier 
getrocknet  und  ebenso  die  Öffnung  des  Gläschens.  Es 
werden  dann  zur  Lösung  des  Niederschlages  2  ccm  n  5  HCl 
zugegeben  und,  wenn  nötig,  vorsichtig  erwärmt.  Zum 
abgeküldten  Glas  wird  6  ccm  Wasser,  1  ccm  verdünnte 
Hgöo-Lösung  (2)  und  1  ccm  Eisenchloridlösung  (3)  zu¬ 
gegeben,  gemischt  und  5  Minuten  stehen  gelassen.  Die 
Färbung  ist  nach  5  Minuten  vollständig  entwickelt  und 
bleibt  o  Minuten  lang  konstant,  um  dann  schnell  abzu¬ 
nehmen.  Durch  Zugabe  von  0,5  ccm  konzentrierter  HCl 
zur  Probe  und  zur  Testlösung  hält  sich  die  Farbe  länger. 
\yichtig  ist  in  jedem  Fall  gleiche  Acidität  von  Probe  und 
X'ergleichslösung. 

Die  Wrgleichsproben  müssen  zu  gleicher  Zeit  fertit,' 
werden  wie  die  \'crsuchsprobe.  Da  die  H2SÖ4  \on  1  ccm 
Serum  untersucht  wird,  muB  auch  1  ccm  Standard  ge¬ 
nommen  werden,  dem  1  ccm  n/5  HCl,  (i  ccm  Wasser,  1  ccm 
verdünnter  Pero.wdlösung  und  1  ccm  der  Eisenchlorid¬ 
lösung  zugefügt  wurden. 

Die  Berechnung  ist  die  übliche:  War  die  Standard¬ 
lösung  mit  0,15  mg  im  ccm  angewendet  worden  mul  war 
bei  harbengleichlieit  im  Kolorimeter  die  Schichthöhe  der 


Standarclliisung  10,  die  der  \  ersiiclislüsuiii^  dO,  so  hc- 
rocluu't  sirli  die  !\Ien,e:c  des  Sulfates  zu  mal  0,1.")  0,‘2()  mf4 


im  cem,  oder  zu  0,20 

Zur  Hestimmuuj,;  der  ijjesamteu  Schwefelsäure  muß, 
wie  auch  Indm  Harn  beschrieben  wurde,  die  ,,Atlier-Schwefel- 
säure“  aulgespalten  werden.  Das  geschieht  durch  ICrhitzen 
von  ä  K'in  der  bei  tler  Dntweißung  mit  Trichloressigsäure 
gewonnenen  Flüssigkeit  unter  Zusatz  von  2  Trojrfen  kon¬ 
zentrierter  Salzsäure  im  Reagenzglas  dm  eh  lö  Minuten 
langes  Finstellen  in  kochendes  Wasser,  Es  wird  dann 
abgekühlt  nnd  im  übrigen,  wie  angegeben,  verfahren. 

Normales  menschliches  Blutserum  enthält  0,d — 0,5  mg  S 
als  freie  Schwefelsäure  in  100  ccm,  1,0  1.5  mg%  S  als 

( lesamtschwefelsäure ;  im  \'ollblut  ist  die  Menge  der  an¬ 
organischen  Schwefelsäure  ungefähr  doppelt  so  hoch  als 
im  Serum,  besonders  hohe  W'erte  sind  bei  Nephritis 
beobachtet  worden. 


Bestimmung  der  Phosphate, 
a)  Nephelometrische  Methode. 

Eine  Mikrobestimmung  der  \erschiedenen  Frak¬ 
tionen  des  Phosphors  im  Blutserum,  und  zwar  einer¬ 
seits  des  im  wesentlichen  anorganischen  Phosphors  und 
anderseits  des  LipoidphüS])hors,  dem  kleine  Mengen 
Protein-  l)zw,  Nukleinphosphor  beigemengt  sind,  läßt  sich 
nach  dem  Prinzip  von  (IreenwaUl  durch  Fällung  de^ 
Blutes  mit  einer  essigsäurehaltigen  Pikrinsäurelösung  be¬ 
wirken,  in  welcher  der  erstere  Teil  löslich  ist,  während  der 
Eipoid-  bzw,  Nukleinphosphor  in  den  Nieder.schlag  geht. 
Die  beiden  hraktionen  werden  nach  Trennung  verascht 
und  in  den  so  erhaltenen  klaren  Eösungen  mit  Hilfe  eines 
.Molylxkin-Strvclmin- Reagens  eine  Trübung  erzeugt,  welche 
mit  einer  Trübung  einer  bekannten  aid  gleiche  Weise 
behandelten  Phospliathisung  im  Ne[)helometer  \erglichen 
wird. 

Erforderliche  Reagentien:  1.  I n  einer  la'Bung  xon 
1  Teil  konzentrierter  Essigsäure  (Eisessig)  auf  99  Teile 
Wassel'  wird  1  leil  Pikriusäme  unter  leichtem  Erwärmen 
gehlst  und  die  Lösung  gut  durchgemischt  ;  2.  kouzeutrierte 


Schwefelsäure;  3.  rauchende  Salpetersäure;  1.  verdünnte 
Salpetersäure  (1  Teil  konzentrierte  Salpetersäure  sr"ez 
Gewicht  1.10-12  Teile  Wasser);  5.  ^Molybdänsäure■ 
Stiychnin-Reagens  (Modifikation  von  Kleinmann)-  30  4  s 
animoniakfreie  Molybdänsäure  (M0O3)  (für  Glühfäden 
1  einst,  wasserfrei)  und  9,6  g  kristallwasserfreies  NaXO, 
werden  mit  ungefähr  200  ccm  Wasser  so  lange  gekocht 
bis  sich  die  Molybdänsäure  bis  auf  einige  kleine  Flocken 
(meistens  Verunreinigungen)  gelöst  hat.  Man  filtriert 
gibt  der  noch  warmen  Lösung  160  ccm  konzentrierte 
Salzsaure  (spez.  Gew.  1,19)  zu  und  läßt  erkalten  Ander¬ 
seits  wiiM  eine  Lösung  von  1,6  g  reinem  Strychninbisulfat 
in  ca.  100  ccm  Wasser  bei  90  Grad  hergestellt  und  diese 
nach  Lrka  teil  zu  der  Molybdänsäurelösung  gegeben. 
Man  füllt  die  Mischung  auf  1000  ccm  auf  und  bewahrt 
in  dunkler  Flasche  auf.  6.  Phosphorsäure-Standard- 
losung;  302,9  mg  Na^HPO,  +  12  H^O  werden  in  Wasser 
gelost,  che  Lösung  auf  1000  ccm  aufgefüllt.  Zur  Fler- 
stellung  der  gebrauchsfertigen  Lösung  wird  diese  Stamm¬ 
losung  auf  das  10 fache  verdünnt.  Diese  Lösung  enthält 
in  o  ccm  0,03  mg  P2O5.  7.  Gummiarabicum-Lösung  10%. 
Herstellung:  die  kalt  gesättigte  Lösung  von  reinem  Gummi- 
arabicum  (Vorschrift  des  Arzneibuches)  wird  mit  2  Teilen 
Wasser  verdünnt.  Die  Lösung  muß  optisch  leer  sein,  d.  h. 
bei  der_  gleichen  Konzentration,  die  sie  im  Wrsuche  hat 
(also  2o  ccm  Wa,sser  +  2  ccm  Lösung),  keinen  Tyndall- 
L  fekt  geben.  Zweckmäßig  wird  die  konzentrierte  Lösung 
im  Ersschrank  aufbewahrt  und  Verdünnungen  nur  nach 
Bedarf  (für  ca.  1  Woche)  hergestellt. 

In  prinzipieller  Anlehnung  an  das  Greenwaldsche  Er¬ 
fahren  wird  1  ccm  Serum,  das  durchaus  hämoglobin- 
frei  sein  muß  (es  gibt  sonst  infolge  des  hohen  Gehaltes 
der  Blutkörperchen  an  Phosphatiden  unkontrollierbare 
Verhältnisse),  in  einem  Zentnfiigcnglas  mit  8  ccm  der 
Piknnsäurelösung  (1)  versetzt  und  mit  einem  Glasstab 
gut  durchgemischt.  Man  zentrifugiert  in  einer  schnell- 
laufenden  Zentrifuge  .scharf  ab  und  gießt  die  überstehende 
Mussigkeit,  welche  den  anorganischen  Phosphor  enthält, 
in  einen  Mikrokjeldahlkolben  vollständig  ab.  Man  dampft 
bis  zum  Volumen  von  ungefähr  1  ccm  ab,  gibt  nach  Ab- 


kühlen  l  c'cni  konzentrierter  Sehwefelsänre  liinzn  und 
erhitzt  weiter,  I)is  alle  Pikrinsäure  entfernt  ist.  Znm 
Sehlnsse  lüf^t  man  einige  Trojilen  konzentrierte  Salpetcr- 
sänre  hinzu  und  erhitzt  noehinals.  Die  Pikrinsänre  nniB 
vollständig  entfernt  sein,  auch  die  vielleieht  an  den 
\\  andnngen  haftende,  was  durch  kurzes  Erhitzen  des 
Kolbenhalses  leicht  erreicht  wird.  Nach  Abkühlen  fügt 
man  ca.  10  ccm  W'asser  hinzu.  Ist  die  Flüssigkeit  nicht 
völlig  farblos,  .so  kann  die  vorhandene  gelbliche  P'ärbnng 
entwedei  durch  Stickoxyde  bedingt  sein  otler  eine  nicht 
\öllige  \  eraschnng  anzeigen.  Durch  Irrwärmen  muß 
in  ersterem  P'alle  die  P'ärbung  verschwinden  nnd  man 
kann  die  Lösung  weiter  verarbeiten.  Im  anderen  Falle 
muß  eingedampft  und  die  \'eraschung  durch  Zusatz 
neuer  Salpetersäure  zu  Ende  geführt  werden.  Nach  Be¬ 
endigung  det  \eiaschnng  nnd  Abkühlung  überträgt  man 
den  Inhalt  des  Kölbchens  unter  wiederholtem  Nach¬ 
spülen  mit  destilliertem  \\’as.ser  in  ein  Meßkölbchen  von 
oOccm,  gibt  als  Indikator  2  Tropfen  p-Nitrophenol  (s.  S.  I8()) 
zn,  neuti  alisiert  mit  ungefähr  10°()iger  Natronlauge'), 
bis  ganz  schwache  Gelbfärbung  entstanden  ist,  und  füllt 
auf  ,)0  ccm  auf.  \  on  dieser  Mischung  bringt  man  —  je 
niich  dem  et  walteten  P-(.iehalt  —  !;>  oder  2ö  ccm  in  ein 
Meßkölbchen  von  .00  ccm,  gifit  mit  einer  Pipette  5  ccm 
verdünnte  Salpetersäure  (1)  hinzu  und  so  viel  Wasser, 
daß  das  \'olumen  ca.  10  ccm  beträgt,  und  stellt  zur  Seite.' 

Zum  Rückstand  im  Zentrifugenglas,  der  den  Lipoid- 
Phosphor  enthält,  werden  2  ccm  konzentrierter  Schwefel¬ 
säure  zugegeben;  nach  einigem  Stehen  entsteht  eine 
gleichförmige  Mischung.  Man  gibt  diese  in  einen  Mikro- 
kjeldahlkolbcn,  spült  mit  möglichst  wenig  konzentriertcr 
Salpctersäure  nach  und  nimmt  die  \Traschung  wue  bei 
der  andeicn  Probe  vor.  Diese  erfolgt  erheblich  schwerer 
als  die  der  Flüssigdccit.  Man  gibt  in  das  Kölbchen  von  Zeit 
zu  Zeit  einige  Tropfen  konzentrierter  Salpetersäure  zu, 
gelegentlich  auch  einige  Frojilcn  konzentrierter  Schw'efcl- 
säiire,  bis  das  Farblosw'crden  des  Kolbeninhalts  die  völlige 
\Traschnng  des  zunächst  schwarz  werdenden  Gemrsches 


‘)  Natronlauge  enthält  bisweilen  P:  vorher  prüfen! 


anzeigt.  Hienach  läßt  man  erkalten  und  überführt  die 
Hüssigkeit  unter  Beachtung  der  oben  angegebenen  .Maß¬ 
regeln  in  ein  öO-ccm-Kölbchen,  neutralisiert  mit  .\atron- 
lauge  gegen  .Xitrophenol  und  verwendet  15—25  ccm  der 
zur  .Marke  aufgefüllten  Lösung  zur  .Analyse.  .Man  gibt 
auch  hier  genau  5  ccm  verdünnte  Salpetersäure  und  Wasser 
bis  zum  \’olumen  von  ungefähr  10  ccm  hinzu  tind  stellt 
ebenfalls  beiseite.  Die  \'ergleichslösung  wird  folgender¬ 
maßen  hergestellt :  Man  bringt  in  ein  .5()-ccm-Kölbchen 
5  ccm  der  Standardlösung  mit  einem  Gehalt  von  O.O.ß  mg 
P2O5,  fügt  ebenfalls  genau  5  ccm  verdünnte  Salpeter¬ 
säure  zu  und  verdünnt  gleichfalls  bis  zu  ungefähr  40  ccm. 
Man  setzt  nun  zu  jeden  der  3  Meßkolben,  deren  Inhalt 
vorher  gut  durchzumischen  ist,  je  2  ccm  des  Molybdän- 
Strychnin-Reagens,  das,  wenn  nicht  ganz  klar,  vorher 
filtriert  werden  muß,  füllt  alle  Kolben  bis  zur  Marke  auf 
und  läßt  20  Minuten  stehen.  Hierauf  wird  zu  jedem  Kölb¬ 
chen  2  ccm  der  Gummiarabicum-Lösung  gefügt  und  gut 
durchmischt.  Der  \’ergleich  erfolgt  im  Nephelometer, 
bei  dessen  Benutzung  auch  ziemlich  weit  auseinander¬ 
liegende  Differenzen  (bis  1  :  4)  richtig  angegeben  werden. 
Es  schadet  nichts,  wenn  die  fertigen  Proben  bis  zur  Ab¬ 
lesung  bis  zu  2  Stunden  stehenbleiben. 

Beispiel:  Es  seien  1  ccm  Serum  in  .\rbeit  genommen. 
Sowohl  die  säurelösliche  Eraktion  (also  in  der  Haupt¬ 
sache  der  anorganische  Phosphor)  wie  die  Fällung  (Lipoid¬ 
phosphor)  seien  nach  \'eraschung  auf  50  ccm  aufgefüllt 
und  von  diesen  je  25  ccm  zur  nephelometrischen  Bestimmung 
benutzt.  Die  Testlösung  enthält  in  50  ccm  0,03  mg.  Würde 
im  Nephelometer  bei  gleicher  Schichtdicke  der  Testlösung 
und  der  Versuchslösung  gleiche  Helligkeit  bestehen,  so 
würden  25  ccm  der  \'ersuchslösung,  die  ja  auf  50  ccm 
aufgefüllt  waren,  ebenfalls  0,03  mg  P2Ü5  enthalten, 
50  ccm  dieser  Lösung  bzw.  1  ccm  Serum,  aus  dem  sie 
gewonnen  ist,  also  0,00  mg  PoO,:^,  d.  h.  100  ccm  Serum 
würden  0  mg  P.p.  enthalten.  Ist  die  Schichtdicke  bei 
Gleichheit  der  Felder  ungleich,  so  hat  auch  für  die  nephelo- 
metrische  .Ablesung  das  für  die  Kolorimetrie  entwickelte 
Gesetz  Geltung.  Die  Konzentration  der  Wrsuchslösung 
ist  gleich  der  Konzentration  der  Wrgleichslösung  mul- 


tipliziert  mit  dem  yaoticuH'ii  (Um  Scliichtdickf  dt'r  Wr- 
^lci('hsl(')siin^i  (huch  die  Schichtdicke  der  \'ersuchsl()snu!4 


iider  Ir 
s 

>  dOmm; 
organisclien 


s  sei  für  die  anorganische  h'r.iktion  s,  1>(»  mm, 

dami  ergibt  sich  die  Konzentration  des  aii- 

20 

P.>{)-  m  1(K)  ccm  Sernm  zu  •  (i  mg 


I  mg  PoO-, 


Sei  anderseits  für  die  Lipoidfraktion  Sj  10,  s  dO. 
so  ergibt  sich  die  Menge  des  Lipoid-F.d)-,  in  1(K)  ccm  Serum 
10 

zu  •  ()  mg  PoO-,  .  N  mg  PoO.,. 


Die  Menge  des  P  ergibt  sicli  ans  den  eiiialtcnen  Werten 
dnrcli  Multiplikation  mit  0,  Id7. 

Normales  Serum  enthält  ungefähr  I  mg"o  anorganischen, 
2  mg'’,^  (uganischen  P. 

Wenn  man,  was  nicht  ganz  der  Fall  ist,  den  organi>chen  Phosphor 
mir  als  Lipoidphosphor  betrachtet,  kann  man  ans  dem  P-C.eh.dt 
durch  Multiplikation  mit  21,9  das  Lecithin  berechnen. 


b)  Kolorimetrische  Bestimmung'). 

l^rinzip:  Plasma  bzvv.  Sernm  wird  mit  Trichloressig- 
säure  enteiweifit.  Das  Filtrat  dient  ohne  weitere  Behand¬ 
lung  zur  Bestimmung  des  anorganischen  Phosphors,  nach 
\’eraschung  zur  Bestimmung  des  gesamten  säurelösliclien 
Phosphors,  also  ausschließlich  des  Lipoidphosidiors,  jedoch 
einschließlich  des  sogenannten  Kest-P  (aus  Zuckerphos- 
lihaten,  vielleicht  auch  Ntiklein-P). 

Fl  forderliche  Reagentien:  1.  Trichloressigsätire  20"o. 
2.  Molybdänsäurelösung,  d.  Hydrochinonlösung.  I.  Car- 
lionatsiilfitlösung.  .d.  Standardlösung  mit  1  mg  P  in  1  ccm. 
Herstellung  von  2  bis  .')  s.  S.  20.  Zum  ('rebrauch  wird 
die  Standardlüsung  (.>)  auf  das  200 fache  verdünnt,  indem 
.)  ccm  im  Meßkolben  aut  1000  aufgefüllt  werden.  Diese 
xerdünnte  Lösung  enthält  im  ccm  0,00.')  mg  P,  in  .')  ccm 
also  0,02.')  mg,  in  10  ccm  0.0.')  mg  P.  Die  Werte  für  P.,(), 
eirechnen  sicli  durch  .Multiplikation  mit  2,29. 


9  Nach  Bell  und  Doisv 


2,;)  ccm  Serum  oder  Plasma  (zur  Gewinnung  des  Plasmas 
verwendet  man  echtes  Hirudin)  werden  in  einem  Meß- 
kujbchen  von  25  ccm  mit  ca.  15  ccm  Wasser  verdünnt, 
-,o  ccm  Trichloressigsäurelösung  zugefügt,  gut  durch- 
geschuttelt  und  zur  Marke  aufgefüllt.  Nach  10  Minuten 
wird  durch  ein  (mit  Säure  gewaschenes)  quantitatives 
hilter  abfiltriert  oder  auch  abzentrifugiert.  Von  der  klaren 
Lösung  weiden  je  10  ccm  zur  Bestimmung  des  anorganischen 
und  des  gesamten  säurelöslichen  Phosphors  verwendet. 

a)  Anorganischer  Phosphor.  In  einen  2.5-ccm- 
Meßkolben  (oder  graduiertes  Röhrchen)  werden  10  ccm 
des  Filtrates  und  zu  gleicher  Zeit  in  einen  anderen  gleichen 
5  ccm  der  verdünnten  Vergleichslösung  mit  einem  Gehalt 
von  0,025  mg  P  eininpettiert  und  dazu  1  ccm  Wasser 
und  1,0  ccm  der  Trichloressigsäurelösung  (1)  gegeben. 
In  beide  Kölbchen  wird  nun  je  1  ccm  Molybdänsäure¬ 
lösung  und  2  ccm  Hydrochinonlösung  zugegeben  und 
umgeschüttelt.  Nach  5  Minuten  langem  Stehen  wird 
je  5  ccm  Carbonatsulfitlösung  zugefügt  und  nach  Mischen 
mit  Wasser  zur  Marke  aufgefüllt.  Nach  5—10  Minuten 
wird  im  Kolorimeter  verglichen:  die  Menge  des  an¬ 
organischen  P  ergibt  sich  nach  der  bekannten  Formel 

zu  0,025  •  ^mg  P,  wobei  s^  die  Schichtdicke  der  Vergleichs¬ 
lösung,  s  die  der  Wrsiichslösung  bei  Farbengleichheit 
im  Kolorimeter  bedeutet.  Da  nur  der  in  Arbeit  genomme¬ 
nen  2,5  ccm  Serum  (Plasma),  also  1  ccm  Serum  (Plasma) 
zum  Vergleich  genommen  wurden,  ist  die  P-Menge  in 
100  ccm  einfach  durch  Multiplikation  mit  100  zu  er¬ 
halten,  so  daß  diese  beträgt 

0,025  •  —  •  100  mg  in  100  ccm. 

b)  Gesamter  säurelöslicher  Phosphor.  10  ccm 
Trichloressigsäiirefiltrat  werden  im  kleinen  Mikrokjeldahl- 
kolben  mit  6 — 8  Tropfen  konzentrierter  HjSO^  (1,81)  auf 
ca.  2  ccm  eingeengt  und  unter  Zusatz  von  1  ccm  kon¬ 
zentrierter  Salpetersäure  solange  weiter  erhitzt,  bis  die 
Lösung  ganz  klar  und  farblos  geworden  ist.  Sobald  weiße 
Dämpfe  auftreten,  unterbrechen,  damit  keine  erheblichen 


Mengen  Sehwelelsänre  lurtgelienl  Die  erkaltete  Lnsnng 
wird  in  einen  Meükolben  von  dö  ecin  mit  ea.  S  ecin  W'asser 
iibersjnilt,  in  ein  zweites  Kbllxdien  kommt  ö  ecm  der 
Wrgleirlislbsnng  mit  O.O'iö  mg  P,  ferner  .V-ti  Tropfen 
Ivonzenti  iei  t  e  IIjSOi.  ln  beide  J\ölbchen  werden  mm 
nacheinander  1  ccm  Molybdansänrclbsnng  und  d  ccm  Ilydro- 
chinonldsnng  gegeben  und  gemischt.  Nach  ö  Minuten' wird 
zu  bcitlen  Lösungen  10  ccm  (  arbonatsnllitlösnng  zngefügl, 
zur  Marke  anfgefällt,  gemischt  nml  nach  ö  -  10  Minuten 
die  kolorimetrischc  Bestimmung  angeschlossen. 

Die  Berechnung  wird  in  gleicher  Weise  amsgeführt 
wie  füi  den  anorganischen  Phosphor,  hiir  die  gleichen 
angewandten  Mengen  berechnet  sich  also  der  gesamte 
säurelösliche  Phosphor  in  100  ccm  zu 

2.:)  •  mg. 

Beispiel:  Angewandt  2,0  ccm  Serum,  nach  Enteiweißung 
auf  2.)  aufgclüllt.  Zur  lE'Stinnnung  des  anorganischen  P 
\ciwandt  10  ccm.  \\  ar  Sj  —  ßO,  s  ;=  20,  so  enthält  das 
.  ßO 

^elum  2,.)  •  ß,/o  mg  anorg.  P  in  100  ccm.  War  bei  der 

Pjestimmung  des  gesamten  .säurclöslichen  P  in  ebenfalls 
10  ccm  Blutfiltrat  Sj  -  .10,  s  1.),  so  betrug  der  Wert 

-  do 

in  100  ccm. 

Die  Phosphorwerte  im  Gesamtblut  sind  höher  als  im 
Sei  um  oder  Plasma:  man  wird  daher  geringere  Mengen 
Blut  in  Arbeit  nehmen  (z.  B.  1  ccm)  bzw.  statt  5  ccm 
Standardlösnng  mit  0,02.')  mg  P  10  ccm  mit  0,0.')  P  wählen. 
Analysengang  und  Berechnung  erfolgt  im  übrigen  in  der 
ge.schilderten  Weise. 

Die  Bestimmung  des  anorganischen  P  muß  sobald  als 
möglich  erfolgen,  da  sonst  organischer  Phosphor  niit- 
bestimmt  wird. 

Durch  entsprechende  Reduktion  kann  man  die  Methode 
auch  in  kleineren  Mengen  Serum  od(U'  Plasma  (z.  B.  1  cem> 
ausfuhren,  doch  ist  das  Arbeiten  mit  der  hier  angegebenen 
Menge  .uigeiiehmer  und  sicherer. 


Bestimmung  des  Natriums'). 

Piinzip:  Xatrium  wird  im  Serum  direkt  als  Pyro- 
antimoniat  .yefällt :  die  abzentrifugierte  Fällung  wird 
mit  Salzsäure  gelöst  und  das  Antimon  durch  Zusatz  von 
Schwelclnatrium  als  Sulfid  gefällt.  Die  erhaltene  orange- 
gelbe  halbe  wird  kolorimetrisch  mit  der  einer  gleich¬ 
behandelten  Pestlösung  verglichen. 

Gebrauchte  Reagentien;  1.  Pyroantimoniatreagens: 
10  g  gepulvertes  Kaliumpyroantimoniat  werden  in  .öOO  ccm 
kochendem  Wasser  (in  einem  Jenaer  Kolben)  aufgelöst, 
darauf  untci  fließendem  Wasser  schnell  abgekühlt  und 
lö  ccm  10%iger  Kalilauge  (natriumfrei)  zugefügt.  Die 
Lösung  wird  gut  umgerührt  und  durch  ein  aschefreies  Filter 
in  eine  mit  Paraffin  ausgegossene  Flasche  filtriert.  Halt¬ 
barkeit  bei  Zimmertemperatur  mindestens  einen  Monat; 
2.  Salzsäure  vom  spezifischen  Gewicht  1,15  (3  Teile  konz.’ 
HCl  [l,19j  gemischt  mit  einem  Teil  W'asser) ;  3.  10%ige 
Lösung  von  Natriumsulfid;  bei  Zimmertemperatur  min¬ 
destens  einen  Monat  haltbar;  1.  Absoluter  Alkohol; 
5.  .50  volumenprozentiger  Alkohol  aus  gleichen  Mengen 
\’on  absolutem  Alkohol  und  W^asser  gemrscht ;  6.  Gelatine¬ 
lösung  7.  Vergleichslösung  (Natriumpyroantimoniat- 

lösung):  1,108  g  Natriumpyroantimoniat  werden  in 
125  ccm  Salzsäure  1,15  (2)  aufgelöst  und  im  Meßkolben 
mit  destilliertem  WMsser  auf  1000  aufgefüllt.  1  ccm  dieser 
Lösung  entspricht  0,1  mg  Natrium. 

Zur  Herstellung  de.s  Xatrium-Pyroantimoniats  werden  zu  500  ccni 
Pyroantimoniatreagens  (I)  50  ccm  einer  2,5‘’,,igen  Lösung  von 
Xatriumchlorid  langsam  zugefiigt  und  zu  der  gut  gemischten  Lö.sung 
110  ccm  absoluter  Alkohol  unter  fortwährendem  Rühren  zugegeben, 
wobei  .sich  das  Natriumpyroantimoniat  ausscheidet.  .Man  läßt 
2  Stunden  stehen  und  saugt  dann  durch  einen  mit  einem  feuchten 
hilter  beschickten  Büchnertrichter  ab.  Man  wäscht  mehrmals 
mit  ;tOO  ccm  50  volumenprozentigem  Alkohol,  bis  das  Waschwasser 
auf  Zusatz  von  Salzsäure  und  Schwefelnatriumlösung  keine  Färbung 
mehr  gibt.  Der  Niederschlag  wird  im  Exsikkator  getrocknet  und 
aus  dem  so  erhaltenen  Präparat  die  Standardlösung  hergestellt. 

Man  bringt  1  ccm  Reagens  (1)  in  ein  konisches  kleines 
Zcntrifiigenglas  ans  Jenaer  oder  Pyrex-Glas.  Dazu  gibt 
man  0.1  ccm  Serum  und  darauf  unter  dauerndem  Rühren 


')  Joshimatsu,  Tohoku  Jl.  of  exp.  med.  8,  Nr.  4/5  (1927). 
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mit  (.'inem  tc'incn  Cilasstab  tropfonwcisi'  ([(.-n  ä.  Teil,  also 
0,22  com  absoluten  Alkohol  (1).  Man  läßt  Ib  .Minuten 
stehen  und  /.entrifni^hort  scharf  den  XiederschlaK  ab.  Die 
überstehende  Flüssi.ykeit  wird  abge/,"ossen.  2  ccm  ÖO'h'jiger 
Alkohol  (.))  z.iigegeben,  wieder  zentrifiigiert  und  dieses 
iheimal  wiedeiholt.  Nach  dem  letzten  Zentriingieren 
uießt  man  den  Alkohol  wieder  ab  und  löst  den  Rückstand 
m  O,.')  ccm  Salzsäure  (2).  Man  bringt  dann  den  Inhalt 
nntei  Xachwaschen  mit  destilliertem  W  asser  in  einen 
Meßkolben  xon  2.)  ccm.  Anderseits  bringt  man  in  einen 
gleichen  Kolben  ß  ccm  der  Standardlösnng  (7)  und  gibt 
in  beide  tictäße  10  ccm  Wasser,  d  ccm  der  (lelatinelösnng 
und  2,.')  ccm  Schwefelnatriumlösnng  (.ß).  Es  wird  gut 
.gemischt  und  mit  destilliertem  W'asser  zur  Marke  anf- 
gefüllt.  blan  vergleicht  dann  im  Kolorimeter  und  berechnet 
die  Xatrinmmenge  daraus,  daß  die  b  crgleichslösung  0,.ß  mg 
Xatrinm  enthielt.  Die  Konzentration  des  Xatrinms  im 
Sei  um  wird  also  durch  die  (ileichung  .gegeben 
§ 

C]  —  0,ß  •  ^  mg  in  0,1  ccm  bzw.  Cj  —  0,ß  •  ~  g 
in  100  ccm  Serum  bzw.  "(j. 

Beispiel:  .bngewandt  0,1  ccm  Serum,  die  Schichtdicke 
der  Vergleichslösung  bei  Farbengleichhcit  sei  20.  die 
Schichtdicke  der  b'ersuchslösiing  ES.  dann  ergibt  sich 
lür  die  Konzentration  des  Xatrinms  im  Serum 
20 

0,ß-.|^g  in  100  ccm  -  0,ßßß%  Xatniim. 

Der  Bestimmung  des  Xatrinms  im  \'ollblut  muß  eine 
\  eraschimg  vorangehen,  welche  nach  Yoshimatsu  fol¬ 
gendermaßen  vorgenommen  wird.  0,1  ccm  Blut  werden 
m  einem  Platintiegel  bei  110  (ärad  getrocknet.  Dann 
wird  dieser  Tiegel  in  einen  größeren  Porzellanticgel  oder 
yiiarztiegcl  so  hereingestellt,  daß  er  in  diesem  auf  einigen 
kleinen  Porzellanscherben  steht.  .Man  erhitzt  den  äußeren 
Iicgel  mit  kleiner  Flamme,  bis  keine  Dämpfe  mehr  anf- 
>teigen,  bedeckt  dann  diesen  großen  Tiegel  mit  einem 
Deckel  und  erhitzt  mit  voller  FTamme  weiter,  bis  das 
Mateiial  in  dem  Platintiegel  \’()llständig  verascht  ist.  Da.s 
weitere  \’erfahren  ist  das  gleiche  wie  eben  beschrieben: 


<so 


man  löst  die  Asche  in  0,5  ccm  ndO  Salzsäure,  alkalisiert 
mit  wenigen  Tropfen  l%iger  Kalilauge  und  gibt  diese 
Lösung  in  das  bereits  1  ccm  Reagens  (1)  enthaltende  Zentri¬ 
fugenglas.  Man  fügt  dann  wieder  1/5  des  Gesamtvolumens, 
also  in  diesem  Falle  ca.  0,32  ccm  absoluten  Alkohol  hinzu 
und  verfährt  sonst  wie  vorher  beschrieben.  Auch  die 
Berechnung  ist  die  gleiche. 

Nach  vorangegangener  Veraschung  gibt  auch  die  S.  2(S 
für  Harn  beschriebene  Methode  gute  Resultate. 

Bestimmung  des  Kaliums^). 

Prinzip:  Das  Kalium  wird  direkt  im  Serum  als  Kobalt- 
nitrit-Doppelverbindung  gefällt  und  diese  durch  Kalium¬ 
permanganat  oxydiert. 

Erforderliche  Reagentien:  1.  Natrium-Kobaltnitrit¬ 
reagens.  Es  wird  hergestellt  Lösung  A:  5  g  Kobaltnitrat 
werden  in  10  ccm  Wasser  gelöst  und  der  Lösung  2,5  ccm 
Eisessig  zugegeben.  Lösung  B:  21  g  kaliumfreies  Natrium¬ 
nitrit  werden  in  36  ccm  Wasser  gelöst,  was  ungefähr  11  ccm 
Lösung  ergibt.  Zur  Herstellung  des  fertigen  Reagens 
werden  zu  der  gesamten  Lösung  A  12  ccm  der  Lösung  B 
zugefügt,  wobei  sich  Stickoxyde  entwickeln.  Durch  die 
Lösung  wird  .so  lange  Luft  durchgeblasen,  bis  keine  Gase 
mehr  entweichen.  Das  Reagens  ist  dann  fertig  und  hält 
sich  im  Eisschrank  mindestens  einen  Monat  lang  un¬ 
verändert.  \’or  dem  GebraTich  stets  filtrieren,  p^  des 
Reagenses  5,7.  2.20  volumenprozentige  Schwefelsäui  e 

(20  ccm  konzentrierte  Schwefelsäure  80  ccm  destilliertes 
Wasser).  3.  * k,,,  n-Oxalsäurelösung  hergestellt  aus  10  ccm 
n  10  O.xalsäurelösung -r  2  ccm  n  10  H.2SO4,  mit  V  asser 
auf  100  ccm  zu  verdünnen.  1.  *  n-Kaliumpcrmanganat- 
lösung. 

Die  Lösungen  3  und  1  müssen  genau  aufeinander  ein¬ 
gestellt  sein. 

In  ein  Zentrifugenglas  wird  1  ccm  Serum,  das  möglichsi 
schnell  nach  der  Blutentnahme  abzentrifugiert  werden 
muß  —  es  geht  sonst  K  aus  den  Körperchen  in  das  Serum 
über  --  einpi]K‘ttiert  und  2  ccm  Kobaltreagens  tropfen- 


1)  Nach  Kramer  und  Tisdall. 
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weise  unter  leichtem  Bewegen  zugegeben.  Xaeh  %  Stunden 
werden  nngeialir  2  ccm  Wasser  zngefügt  und  scharf  al)- 
zentrilngiert .  Die  überstellende  Idüssigkc'it  wii'd  ent¬ 
fernt,  indem  der  kleine  Apparat  (Abb.  I  b)  fest  auf  das 
Zentrifngengias  aufgesetzt  wird  und  durch 
<las  Mundstück  kräftig,  aber  vorsichtig  Luft 
eingeblasen  wird.  Man  kann  auch  einfach  in 
ein  Reagensglas  abgielien;  man  kann  .so  mit 
Sicherheit  feststellcn,  ob  nicht  Niederschlag 
mitgegangen  ist.  Zum  Rückstand  werden  ca. 
d  ccm  Wasser  zugegeben,  leicht  gemi.scht, 
wieder  zentrifugiert,  das  Wasser  wieder  abge¬ 
blasen  und  dieses  \'erfahren  so  oft  (2 — .dmal) 
wiederholt,  bis  die  überstehende  h'lüssigkeit  ganz 
farblos  ist.  Nachdem  nnmnehr  das  Wasser  in 
.gdeicher  Weise  entfernt  worden  ist,  wird  znin  Rückstand  ein 
l  berschnß  der  Kalinmpermanganatlösnng  (ca.  ö  ccm  ans 
einer  Mikrobürette  genau  gemessen)  und  1  ccm  Schwefel¬ 
säure  zngefügt,  mit  einem  dünnen  Glasstäbchen  anfgerührt 
und  11,2  ^limiten  in  ein  siedendes  Wasserbad  gestellt,  wo¬ 
bei  die  rote  harbe  nicht  \'öllig  x'erschwinden  darf.  Ist 
dies  dennoch  der  h'all,  .so  mnli  etwas  Permanganat  nach- 
.gegeben  und  noch  erhitzt  werden.  Man  nimmt 

ans  dem  Wasserbad  heraus,  gibt  unter  leichtem  Umrühren 
ans  einer  anderen  Mikrobürette  Oxalsänrelösnng  dazu, 
bis  die  Müssigkeit  farblos  wird.  Ans  der  ersten  Bürette 
gibt  man  dann  so  lange  Pcrmanganatlösung  hinzu,  bis 
gerade  eine  rötliche  Färbung  anftritt,  die  1  Minute  lang 
bestehen  bleibt. 

Berechnung:  ]  ccm  '  n-Kalinmpermanganat  oxydiert 
so  viel  Kalinm-Kobaltnitrit,  wie  0,071  mg  Kalium  (dieser 
Weit  ist  empirisch  festgestellt  worden)  ents]iricht.  Durch 
Multiplikation  der  verbianchten  Kubikzentimeter  Perman¬ 
ganat  abzüglich  der  zngegebenen  O.xalsänrcmenge  mit 
7,1  erhält  man  die  Milligramme  Kalium  in  100  ccm  Serum. 

Beisjiiel;  Angewandt  1  ccm  Serum,  zugegeben  1  ccm 
]()o  nianganatlösnng,  nach  dem  Kochen  zur  ]{nt- 

fai  bnng  2  ccm  Dxalsänrelösnng,  1 ,2  ccm  Permanganat 
Ins  zur  Rosafärbnng.  Zur  Oxydation  demnach  erforder¬ 
lich  1  ccm  -f  1,2  ccm  2  ccm  3,2  ccm.  Durch  Mnlti- 


l’inciisseii,  Mikrnnicthodik.  (i.  .Xufl. 


plikation  mit  7,1  crliält  man  den  Wert  m^  K  in 

100  ccm  Serum. 

Der  K-(ielialt  de.s  normalen  Serums  beträtet  ungefähr 

20  mft%. 

Bestimmung  des  Calciums’). 

Pvinzip:  Im  hämolysierten  Blut,  im  Plasma  oder 
Seinm  wiid  mit  Oxalat  das  (  alcinm  ansj^efällt  und  die 
aus  dem  Niederschlag  freigemachte  (Oxalsäure  mit  Perman¬ 
ganat  bestimmt. 

Notwendige  Reagen  t  ie  n :  1 .  .)%ige  Ammoniumchlorid¬ 
lösung,  2.  .‘P’oige  Ammoniumoxalatlösung,  ö.  '  Normal- 
Kaliumpermanganat  lösung,  1.  n-Schwefelsäure. 

a)  Im  Vollblut.  Man  bringt  in  ein  .')()  ccm-Meßkölbchen 
das  mit  ungefcähr  20  ccm  destilliertem  Wasser  beschickt 
und  so  gewogen  war,  7—9  ccm  Wllblut,  wiegt  wieder, 
mischt,  gibt  warmes  destilliertes  Wasser  bis  zur  fast  völligen 
Füllung  zu,  mischt  gut  durch  und  läßt  zur  vollständigen 
Hämolyse  ungefähr  y.y  Stunde  lang  stehen.  Man  füllt 
zur  Marke  aut,  mischt  wieder  durch,  bringt  den  Inhalt 
in  ein  oder  zwei  Zentritugenröhrchen  und  zentrifugiert 
nun  .scharf,  so  daß  das  Stroma  sich  vollständig  am  Boden 
absetzt  und  die  Lösung  ganz  durchsichtig  erscheint. 
Wn  dieser  überstehenden  Lösung  wird  ein  alitpioter  Teil 
(z.  B.  1.3  ccm),  der  sehr  vorsichtig  zu  entnehmen  ist,  damit 
keine  Stromateilchen  mitgenommen  werden,  in  ein  anderes 
Zentrifugenglas  überführt,  1  ccm  der  Ammoniumchlorid¬ 
lösung  (1)  zugegeben,  gut  gemischt  und  dann  sehr  langsam 
unter  dauerndem  Mischen  mit  einem  dünnen  Olasstab 
ß  ccm  der  O.xalatlösung  zugefügt.  Mit  anderen  15  ccm 
wird  zweckmäßig  eine  zweite  Bestimmung  ausgeführt. 
Mau  läßt  nun  mindestens  Iß  Stunden  stehen,  damit  das 
Calcium  vollständig  ausgefällt  wird.  Hieuacli  zentrifugiert 
man  scharf,  gießt  die  überstehende  Lösung  ab,  gibt  unter 
leichtem  Aufrühren  des  Niederschlages  ungefälir  20  ccm 
kaltes  destilliertes  Was.ser  in  das  Röhrchen,  zentrifugiert 
nochmals  und  wiederholt  diese  Prozedur,  wenn  tler  Nieiler- 
schlag  noch  nicht  rein  weiß  und  die  überstehende  Flüssig- 


')  Xacli  Clark. 
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krit  noch  gefärbt  sein  sollte.  Das  .Xnnnono.xalat  innü 
restlos  entfernt  sein.  Ihn  ganz  sicher  zn  gehen,  prüft  man 
(las  Waschwasser  daranfhin  naeh  Zusatz  \’on  etwas  Dssig- 
■-äure  mit  t'alciumchlorid,  wobei  .sich  kein  Niederschlag 
bilden  darf.  Nach  Abgicßcn  des  letzten  Waschwassers 
gibt  man  znm  Niederschlag  5  ccm  n-Schwefclsänre  ( 1), 
erwärmt  das  Röhrchen  im  Wasser bad  anf  70  <S(1  (Irad 

und  titriert  bei  dieser  Temixuatur  unter  dauerndem 
Rühren  gegen  einen  weißen  Untergrund  mit  n  KM)  Kalium¬ 
permanganatlösung  aus  einer  .Mikrobürette,  bis  eine  Rosa¬ 
färbung  die  Beendigung  der  Reaktion  anzeigt.  Die  beiden 
-Analysen  müssen  auf  2  Feilstriche  ^  -  j,,,,  ccm  miteinander 
übereinstimmen. 

b)  Im  Plasma.  Das  Blut  wird  mit  Hirudin-Zusatz 
entnommen,  zunächst  die  Blutkörperchen  abzentrifugiert 
und  das  so  erhaltene  Plasma  zur  .Analyse  \’erwendet.  Man 
nimmt  2—.)  ccm  Plasma  in  .Arbeit,  setzt  die  gleiche  Menge 
.Ammoniumchloridlösung  wie  für  Blut  und  nach  Mischen 
langsam  ,) — 10  cern  einer  .'Uoigcii  .Ammono.xalatlösung 
zu.  Im  übrigen  verfährt  man  wie  beim  AMllblut. 

c)  Im  Serum.  Dieses  wird  genau  wie  Plasma  ver¬ 
arbeitet.  .Angewandte  Meirge  meist  2  ccm.  Die  Bestimmung 
im  Serum  ist  die  meist  angewandte. 

Die  Berechnung  gründet  sich  darauf,  daß  durch  1  ccm 
‘  100  n-Permanganatlösung  1  ccm  '  j,,,,  Normal-Oxal.säure- 
lösung,  entsprechend  (),()ß().')  mg  Oxalsäure  ((  OOH).,  • 

2  H.2O,  oxydiert  wird.  Diese  .Menge  entspricht  ander¬ 
seits  (),()!  mg  Calciumoxalat  oder  0,2  mg  (hdciuin.  Es 
seien  h  g  \h)llblut  in  .Arbeit  geironnnen,  anf  ÖO  ccm  auf- 
gefüllt  und  15  ccm  davon  weiter  \-erarbeitct  worden.  Zur' 
Titration  der  aus  dem  Calciumoxalat  freigesetzten  Oxal- 
''äure  seien  im  Mittel  1 ,0  ccm  Permanganat  verbraucht 
worden,  dann  wäre  der  Kalkgehrdt  der  Probe  l,b-(),2— - 
0,.f2  rng.  Da  nicht  die  ganz(‘  Blrrtnrenge,  sonderrr  rnrr- 
locern  der  arrf  ,)0  cern  verrlünnterr  O  g  Bhrt  zur  weiteren 
Ver'arbeitrrrrg  genornrnerr  worderr  waren,  so  rnrrß  diese  Zahl. 

trrn  den  Kalkgehrdt  irr  '.)  g  Bhil  zrt  crhalterr,  noch  mit 

15 

nrrrltiplizier  t  werderr ;  wir  bekonnrnm  also  irr  D  g  einen 
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Kalkgelullt  von  0,32  •  =  1,067  mg,  also  in  100  g  Blut 

einen  Kalkgchalt  von  1 1 ,9  mg. 

Unter  Kalkgehalt  wird  stets  die  Menge  an  Ca,  nicht  an  CaO 
vei'standen. 

Die  Berechnung  des  Ca  im  Plasma  und  Serum  erspart 
diese  Umrechnung.  Bei  Anwendung  von  2  ccm  ergibt  sich 
der  Ca-Gehalt  in  mg  in  100  ccm  einfach  aus  den  ver¬ 
brauchten  ccm  n/100  Permanganat  x  10. 

Der  Ca-Ciehalt  des  normalen  Blutes,  auch  des  Serums, 
beträgt  ungefähr  10 — 11  mg%. 

Bestimmung  des  Calciums  und  Magnesiums. 

Prinzip:  Im  vom  Kalk  befieiten  Sernm  oder  Plasma 
wird  mit  phosphorsaurem  Ammonium  phosphorsaure 
Ammoniak-Magnesia  ausgefällt;  Die  Phosphorsäure  der 
\Mrbindung  wird  kolorimetrisch  bestimmt  und  daraus 
das  Magnesium  berechnet. 

_  Gebrauchte  Reagentien:  1.  Molybdänsäurelösung 
(50  g  Ammonmolybdat  werden  mit  n-Schwefelsäure  auf 
1000  ccm  gelöst).  2.  Hydrochinonlösung:  20  g  Hydro¬ 
chinon  werden  auf  1000  ccm  Wasser  gelöst  und  1  ccm 
konzentrierte  Schwefelsäure  zngesetzt.  3.  Carbonatsulfit- 
lösung:  2  Volumina  einer  203o  NaoCOy -r  aq.-Lösung  und 
1  Volumen  einer  15%  KhuStAj-Lösung  werden  gemischt.  (Gut 
verschlossen  auf  bewahren.  Hält  sich  höchstens  2  Wochen.) 
1.  Standardlösung:  .),605  g  reines  saures  Kaliumphosphat 
(KH2PÜ4)  [zu  Enzymstudien  nach  Sörenscii'  wird  auf 
1  1  gelöst.  Die  Lösung  wird  zum  Gebrauch  auf  das  20 fache 
verdünnt;  2  ccm  dieser  Lösung  entsprechen  0,1  mg  Mg. 
5.  Ammoniumoxalatlösung  gesättigt.  6.  Ammonium¬ 
phosphatlösung  2%ig.  7.  Ammoniak  20%ig.  8.  Ammoniak¬ 
lösung  2%ig  (10  ccm  20%iger  Lösung  mit  Wasser  ad  100). 
9.  n-Schwcfelsäure.  h einer  die  zur  Ca-Bestimmung  nötige 
Normallösung  (S.  82). 

2  ccm  Serum  oder  Plasma  werden  in  einem  Zentrifugen- 
glas  zur  Lntfernung  des  Calciums  mit  3  ccm  Wasser  und 
1  ccm  Ammoniumoxalatlösung  (5)  versetzt  und  über 
Nacht  stehengela.ssen.  Nach  dieser  Zeit  wird  zentrifugiert 
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und  von  der  klaren  ül)erstclienden  Lösnnf,^  5  cem  in  ein 
anderes  größeres,  konisches  Zentrifngenglas  übcrfülirt. 
Der  Rückstand  wird  nacli  tlen  S.  82  angegebenen  Regeln 
7.nr  Bestinnnnng  des  (’a  verwendet. 

Zur  Idüssigkc'it  (n  ccm)  werden  1  ccm  AmnKminm- 
phosphatlösnng  (b)  und  2  ccm  2()%igcs  Ammoniak  (7) 
zngefügt,  mit  einem  feinen  Glasstab  gemischt  und  das 
Zentrifngenglas  mit  Inhalt  auf  5  .Minuten  in  ein  Wasserbad 
von  80  Grad  eingestellt.  Man  nimmt  heraus  und  läßt 
bis  zum  nächsten  Tag  leicht  verschlossen  stehen.  Sodann 
wird  scharf  zentrifugiert,  wobei  sich  der  Niederschlag 
von  jdiosphorsanrer  Ammoniakmagnesia  am  Hoden  des 
Zentrilngenglases  absetzt.  Rs  wird  nunmehr  die  klare 
überstellende  Flüssigkeit  möglichst  vollständig  abgegossen, 
ungefähr  die  gleiche  Menge  2%iger  .Ammoniaklösung  (8) 
zngelügt  und  wieder  zentrifugiert.  Diese  Behandlung 
wird  noch  zweimal  wiederholt ;  nachdem  die  letzte  Flüssig¬ 
keit  abgegossen  ist,  wird  ungefähr  0,5  ccm  n-Schwe fel¬ 
säure  (9)  zugegeben  und  auf  diese  W'eise  der  Niederschlag 
gelöst.  Durch  leichtes  Frwärmen  wird  dieser  Prozeß,  wenn 
er  nicht  ohnedies  glatt  vor  sich  gehen  sollte,  beschleunigt. 
-Man  spült  nun  mit  10  ccm  destilliertem  Wasser  den  Inhalt 
des  Zentrifugenröhrchens  (piantitativ  in  ein  .Meßkölbchen 
von  25  ccm  über.  In  ein  zweites  Meßkölbchen  der  gleichen 
(iiaiße  bringt  man  2  ccm  der  auf  das  20fache  verdünnten 
Standardlösung  (1)  mit  einem  Gehalt  von  0,1  mg  .Mg 
und  gibt  8  ccm  destilliertes  W  asser  dazu.  Nach  leichtem 
-Mischen  gibt  man  in  jedes  Kölbchen  1  ccm  Molybdän- 
säurelösung  (1),  mischt  kurz,  fügt  sodann  je  2  ccm  Hydro¬ 
chinonlösung  zu,  mischt  wieder  und  läßt  5  Minuten  stehen. 
Danach  werden  in  jedes  Kölbchen  5  ccm  der  ('arbonat- 
Sulfitlösung  zugegeben  und  nach  leichtem  Ihnschwenken 
bis  zur  -Marke  mit  destilliertem  Wa.sser  aufgefüllt.  Die 
eihaltenen  durchmischten  blauen  Fösungen  werden  im 
Kolorimeter  sofoit  \'erglichen. 

Die  Berechnung  erfolgt  auf  (,rund  der  Tat.sache, 
daß  in  der  ^Verbindung  -Alg-NM  1,B( ),  mit  dem  -Molekular¬ 
gewicht  (phosj)horsaure  .Ammouiakmagnesia,  als 

welche  das  -Magnesium  ausgefällt  worden  ist)  dl  Tiäle 
Phosphor  21,8  Teilen  Magnesium  eutsprechen.  Die  Bhos- 
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phatstandarcllösung  ist  \'ün  dieser  Überlegung  ausgehend 
so  hergestellt.  dal3  2  c'cm  der  ‘iOfacheu  Verdünnung  (I) 
direkt  0,1  mg  Mg  entsprechen. 


Beispiel:  Der  kolorimet rische  Wrgleich  der  aus  dem 
Blut  gewonnenen  Lösung  mit  der  Testlösung  habe  er¬ 
geben,  daß  Farbengleichheit  bei  einem  Stand  der  \'er- 
suchslösung  von  55  und  der  Testlösung  \-on  ßO  war.  Da 
die  \'erglcichslösung  0,1  mg  entspricht,  so  ergibt  sich 

nach  der  kolorimetrischen  Formel  c  -  Cj  •  die  Menge 


des  in  der  Blutprobe  enthaltenen  Mg  zu  0,1  •  ^ ^  0,0515  mg 

Da  2  ccm  Serum  zunächst  auf  b  ccm  verdünnt,  nach  der 
Fällting  des  Calciums  da\on  5  ccm  benutzt  worden  waren, 
ist  der  gefundene  Mg-Gehalt  in 


2  •  ccm  Serum 
o 


1,0/  ccm  Serum 


enthalten.  100  ccm  Serum  enthalten  also 
0,0515  •  100 
1,67 


^  3,27  mg  Mg. 


D;e  Menge  des  Magnesiums  in  normalem  Blut  beträgt 
ungefähr  2  mg  . 


Bestimmung  des  Eisens. 

Prinzip:  Blut  wird  mit  konzentrierter  Schwefelsäure 
und  Wasserstoffsuperoxyd  verascht,  durch  Zusatz  von 
Rhodankali  rotes  Rhodaneisen  gebildet,  das  kolorimetrisch 
mit  einer  Rhodaneisenlösung  aus  einer  bekannten  Menge 
lusenchlorid  verglichen  wird. 

Gebrauchte  Reagentien:  (Sämtliche  Fe  frei!)  1 
Schwefelsäure  konzentriert.  2. Wasscrstoffsuperoxyd,30%ige 
Lösung  (Perhydrol).  3.  Rhodankaliumlösung;  15  g  Rhodan¬ 
kalium  werden  in  Wasser  gelöst  und  auf  100  ccm  aufgefüllt. 
I.  IGsenchlorid-Standardlösung,  enthaltend  0,01  g  Eisen 
im  Kubikzentimeter  (wird  zweckmäßig  fertig  bezogen,  kann 
auch  durch  Lösung  von  2,00  g  trocknem  IGsenchlorid  auf 
100  ccm  Wasser  hergestellt  werden.  Die  selbst  hergestellte 
Lfisung  muß  analytisch  kontrolliert  sein!). 


Mit  einer  genauen  Pipette  von  0,1  cein  werden  0,1  eem 
Hlnt  entweder  direkt  aus  der  k'ingc'iheere  oder  von  dnreh 
Hirudin  oder  durch  0,2%  trockenes  Kalinmoxalat  nn- 
gerinnb.ir  geniaolitein  Hinte  entnonunen.  Di(‘  Pipette 
wird  anOen  gut  abgewiseht,  der  Inhalt  in  einen  Mikrokiel¬ 
dahlkolben  hereingeblasen,  ln  einem  Reagensglas,  welches 
ungefähr  2  ccm  destilliertes  W'asser  enthält,  wird  die 
Pipette  wiederholt  gut  ansgespiilt  und  auch  das  Spülwasser 
in  das  Kölbchen  gegeben.  Ks  werden  20  Tropfen  kon¬ 
zentrierte  HoSO,  (ca.  0,<S  ccm)  zugefügt  und  das  Kölbchen 
erst  langsam,  dann  intensiver  erhitzt,  bis  weiße  Schwefel¬ 
säuredämpfe  anfsteigen,  und  das  Erhitzen  dann  noch 
2  Minuten  lang  fortgeführt.  Man  läßt  abkühlen,  fügt 
ungefähr  O,.')  ccm  Was.serstoffsuperoxyd  (2)  dazu  und 
erhitzt  nochmals  bis  zur  Bildung  weißer  Dämpfe  und 
2  Minuten  länger').  \’erändert  sich  die  Färbung  der  Lösung 
nicht  mehr  --  ein  schwacher  gelblicher  Schein  kann  durch 
Eisengehalt  bedingt  sein  — ,  so  ist  die  Veraschung  vollendet, 
sonst  muß  nochmals  Perhydrol  zugefügt  und  auf  gleiche 
Weise  die  ^’craschung  fortgesetzt  werden.  Nachdem 
die  Flüssigkeit  ganz  farblos  geworden  ist,  läßt  man  ab¬ 
kühlen  und  überführt  nach  \’erdünncn  mit  etwas  Wasser 
die  Lösung  in  ein  Röhrchen  mit  (ilasstopfen,  welches  je 
eine  Marke  bei  lö  und  20  hat.  i\Ian  spült  mit  Wasser  ans 
dem  Kjeldahlkolbcn  nach,  bis  die  Lösung  bis  zur  Marke  lö 
geht,  setzt  den  (ilasstopfen  auf  und  schüttelt  um. 

Anderseits  wird  die  Wrgleichslösung  ans  der  Standard- 
lösnng  folgendermaßen  (frisch!)  hergestellt.  Zunächst 
werden  10  ccm  der  Lösung  (1)  auf  das  .äOfache  verdünnt, 
indem  in  einen  Meßkolben  c'on  ÖOO  ccm  10  ccm  eingebracht 
und  bis  zur  Marke  aufgefüllt  wird.  Von  dieser  Lösung 
wird  nochmals  eine  10 fache  Wrdünnung  hergestellt,  indem 
10  ccm  aut  100  ccm  aufgefüllt  werden.  \'on  dieser  \'er- 
dünnung,  welche  im  Kubikzentimeter  0,02  mg  Eisen 
enthält,  werden  .')  ccm  (mthaltend  0,10  mg  Eisen  in  ein 
anderes  gleiches  Röhrchen  eing(‘füllt,  20  Tro])fen  kon¬ 
zentrierte  Schwefelsäure  zugefügt,  ebenfalls  mit  Wassei' 

')  l-ls  wird  zweckmäßig  ein  kleiner  ( dastricliter  auf  das  Köll)clien 
aufgesetzt,  uni  I'.ntweiclien  von  H^SC),  zu  vermeiden. 
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bis  zu  15  ccm  aufgefüllt  und  nach  Aufsetzen  des  Glas¬ 
stopfens  gemischt.  In  beide  Röhrchen  kommen  mm  ie 
10  ccm  Rhodankalilösung  (3)  (bis  zur  Marke  25):  nach 
Anfsetzen  des  Stopfens  wird  gemischt  und  im  Kolorimeter 
verglichen. 

Beispiel;  Es  sei  Farbengleichhcit  erzielt,  wenn  die 
ans  der  Standardlösnng  hergestellte  Mischung  die  Schicht¬ 
dicke  .30,  die  ans  dem  Blut  gewonnene  Lösung  die  Schicht¬ 
dicke  32  hat.  Da  die  Testlösnng  0,1  mg  Fe  enthält,  so 
ergibt  sich  nach  der  wiederholt  angegebenen  Formel: 

c  =  Cj  •  ^  die  Konzentration  des  Eisens  im  Blut  zu 

'U  •  ;|I^  mg  oder  0,0938  mg  in  0,1  ccm.  Dementsprechend 
enthalten  100  ccm  Blut  0,0938  g  oder  93,8  mg  Fe. 

Bestimmung  der  organischen  Bestandteile. 

Bestimmung  des  Reststickstoffes  im  Blut. 

Unter  der  Bezeichnung:  Reststickstoff  werden  die 
nicht  koagulier  baren  stickstoffhaltigen  Bestandteile  des 
Blutes  znsammengefaßt  —  Abbanprodnkte  des  Eiweißes 
und  der  Purinkörper.  Der  Begriff  ist  nicht  ganz  fest¬ 
stehend,  da  je  nach  dem  Enteiweißungsverfahren,  durch 
welches  die  nicht  koagulierbaren  Stoffe  vor  den  koagulieren¬ 
den  getrennt  werden,  die  Menge  des  ,, Reststickstoffs“ 
etwas  schwankt.  Aus  diesen  Grunde  ist  bei  fortlaufenden 
Bestimmungen  stets  dasselbe  Fnteiweißungsverfahren  an¬ 
zuwenden. 

a)  Halbmikrobestimmung  im  Serum  nach  Michaelis. 

Zur  Enteiweißung  erforderliche  Reagentien;  1.  kolloi¬ 
dales  Ei.senhvdro.\yd  (möglichst  chlorarm),  2.  gesättigte 
-MgSO, -Lösung’).  2  ccm  Serum  werden  mit  einer  5M11- 
pijictte  in  einen  Meßkolben  \’on  100  ccm  überführt,  un¬ 
gefähr  .)()  ccm  destilliertes  Wasser  langsam,  um  Schaum- 
Ihldung  zu  vermeiden,  zugefügt  und  5  ccm  kolloidales 


>)  IMKSO4  enthält  häufig  NH3.  Stets  vor  Gebrauch  prüfen  und 
reinste  l’räparate  (,,niit  Garantieschein“)  verwenden! 


luscnhydroxyd  (l>'crnini  oxydatuin  dialysatuin)  zugcf^ebcii. 
Nach  £,niter  Miscdning  gibt  inan  2  ccin  einer  gesättigten 
Lösung  von  Magnesinmsnlfat  zn,  wodurch  das  gesamte 
]-.iweiß  mit  dem  adsorbierenden  Liscnkolloid  ansgelällt 
wird.  Man  verdünnt  dnrcli  Auffüllcn  mit  destilliertem 
Wasser  bis  zur  Marke,  mischt  wiedernm  durch  und  läßt 
nngelähr  '  ,  Stunde  stehen,  Ins  sich  der  Niederschlag  etwas 
gesetzt  hat.  Darauf  filtriert  mau  durch  einen  trockenen 
Trichter  mit  Hilfe  eines  trockenen  b'ilters  in  ein  trockenes 
(leiäß  und  nimmt  von  dem  Filtrat  öl )  ccm,  entsprechend 
also  1  ccm  des  angewandten  Serums,  zur  Bestimmung. 
W  ai  weniger  Serum  verlügbar,  so  kann  man  die  Fnt- 
eiweißung  mit  den  halben  Mengen  vornehmen;  in  die.scm 
I  alle  nimmt  man  aber  eine  größere  älenge  des  Filtrates, 
ß.)  oder  10  ccm,  die  man  leicht  erhalten  kann,  zur  Analyse.' 
In  einci  kleinen  Probe  des  hiltrates  prüft  man  auf  die 
.\b\\ esenheit  \ou  Fiweiß,  am  besten  durch  Zufügen  einiger 
Tiopfen  einer  10°oigen  Sulfosalicylsänrclösung ;  bei  Gegen¬ 
wart  von  Eiweiß  sofort  auftretende  Trübung.  Mit  einer 
Pipette  mißt  man  die  zur  Analyse  verwandten  50  ccm 
in  einen  Mikrokjeldahlkolbcn,  gibt  1  ccm  bzw.  ßO  Troi^fen 
konzentrierte  Schwefelsäure  und  1  Tropfen  10%ige  Kupfer¬ 
sulfatlösung  dazu,  dampft,  nachdem  man  zum  \'ermeiden 
des  Stoßens  einige  Glasperlen  zugefügt  hat,  über  kleiner 
Idamme  das  Wasser  weg  und  verbrennt  weiter,  bis  die 
zuei st  schwarz,  dann  ,gelb  gelärbte  Lösung  grünlich  ge¬ 
worden  ist.  ]\Ian  verlährt  im  übrigen  genau  wie  bei  der 
Bestimmung  des  Gesamtstickstoffs  im  Harn  (s.  S.  ll); 
anl  die  Prüfung  der  Reagentien  wird  besonders  aufmerksam' 
gemacht.  Auch  die  Destillation  erfolgt  in  der  dort  an¬ 
gegebenen  Weise. 

Berechnung;  Wbirden  n  ,50  Xormallösuiigen  ange¬ 
wandt,  so  ergibt  die  Differenz  zwischen  vorgelegter  Säure 
und  verbrauchter  Natronlauge,  mnltijiliziert  mit  0,2,S 
die  -Milligramme  Reststickstoff  in  1  ccm  Blut. 


Beispiel:  5  ccm 
titrieren  (Indikator 
NaDH.  Differenz  1 


n/oO  H.^Stä,  vorgelegt,  znm  Zurück- 
Methylrot)  verbraucht  ß,2  ccm  n  .50 
,<S  •  0,2.S  0,,50|  mg  Rest-N  in  1  ccim 
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b)  Halbmikrobestimmung  nach  Pincussen. 

Zur  l'Lnteiwei  ßung  erfordctiicli ;  Ti  ichloressigsäure 
20%.  Natrium-Wolframatlösung  10%.  Zu  2  ccm  Serum 
werden  10,1  ccm  Wasser  zugegeben,  gemischt  und  0,8  ccm 
Trichloressigsäure  zngefügt.  Man  mischt  wieder 
und  gibt  nun  0,8  ccm  10%  Wolframatlösung  (s.  f).)  dazn. 
Es  wird  gut  gemischt,  abfiltriert  und  10  ccm  des  eiweiß- 
freien  Filtrates,  wie  oben  beschrieben,  terascht.  Weitere 
Behandlung  wie  bei  A.  Man  erhält  ebenfalls  den  Rest-X- 
(ichalt  in  1  ccm  Serum. 

c)  Halbmikrobestimmung  nach  Polin. 

Zur  Enteiweißung  dient  Wolfrarnsäure,  welche  der 
Bhrtlösung  zunächst  als  wolframsanres  Natrium  zugesetzt 
wird;  durch  Zusatz  von  Schwefelsäure  wird  die  Wolfram- 
.säure  in  Freiheit  gesetzt  irnd  die  Koagulation  bewirkt. 
Zur  Enteiweißung  nötige  Reagentien:  1.  10%ige  Lösung 
von  Natrirtrirwolframat,  2.  2  3  n-H.^SO,  (hergestellt 

durch  Mischen  von  2  Vol.  n-H.2SÜ4  und  1  \  ol.  destilliertem 
W'asser). 

Man  kann  mit  Serum  oder  \’ollblut  arbeiten.  Letzteres 
wird  rrach  der  S.  00  beschriebenen  [Methode  durch  Kaliirrrr- 
oxalat  ungerinnbar  gemacht.  Man  nimmt  mit  der  Pipette 
1  W)l.  Blut  oder  Serum  (je  nach  der  zur  Wrfügung  stehenden 
Menge  1,  2  oder  mehr  ccm)  und  überführt  sie  in  eine  mit 
einem  Glasstopfen  versehene  Flasche,  welche  ungefähr 
die  20fache  Menge  dieses  Volumens  fassen  kann.  In  ein 
Reagensglas  bringt  man  destilliertes  Whisser  herein  und 
pipettiert  mm  aus  diesem  durch  die  gleiche  Pipette  7  mal 
dasselbe  \’olumen,  wodurch  gleichzeitig  die  Pipette  aus¬ 
gewaschen  wird.  Man  fügt  zu  der  Lösung  nunmehr  1  Vol. 
der  Wolframatlösung  und  mischt  die  klare  hämolytische 
Blutlüsung  bzw.  Serummi.schung  gut  durch.  Nun  gibt 
man  tropfenweise  1  \'ol.  der  Schwefelsäure  hinzu,  wodurch 
infolge  Freisetzung  der  Wolframsänre  Koagulation  entsteht. 
Nach  Aufsetzen  des  Stopfens  wird  0  8mal  durch  ruck¬ 
weises  Schütteln  der  Masche  gut  durchgemischt.  Man 
bereitet  ein  trockenes  Faltenfilter  \’or,  welches  das  ganze 
\'ohnnen  fassen  kann,  und  filtriert  durch  dieses  den  ganzen 
Inhalt  der  h'lasche  in  ein  trockenes  Gefäß,  nachdem  man 
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zucrsi  mit  oinitjt'n  Tropfen  der  Mischuui;  das  Idltei 
etwas  .in,m‘letKiitet  hat.  \'on  dem  hhltrat  werden  /mr 
Keststiekstoffbestiimnunt;  10  eem  verwendet,  die  also 
1  eem  Blnt  entsprechen.  Die  Wraselmn;.;,  Destilla¬ 
tion  lind  ritiation  crfolf^t  in  dc’r  hei  ani.je/.^ebenen 
Weise.  Die  ebentalls  iii  gleicher  W'eise  an.sgeführte 
Hereehmmg  ergibt  die  IMenge  Kcststickstoff,  der  im 
(lesamtbhit  in  der  Regel  etwas  niedriger  ansfällt  als 
im  Serum. 

Die  drei  soeben  beschriebenen  Kn t  ei  wei  ßungsmet  ho- 
den  sind  auch  für  die  Bestimmung  anderer  Blutbcstand- 
teile  brauchbar.  \'or  allem  die  Folinsche  Methode  findet 
m  diesem  Sinne  weitgehend  Anwendung,  be.sonders  für 
die  anderen  voii  holin  ausgearbeiteten  Blutbcstimmungen, 
wie  Harnstoff,  Harnsäure,  Blutzucker.  Die  Rcststick- 
stoffwerte,  die  nach  den  verschiedenen  Verfahren  erhalten 
werden,  sind  besonders  infolge  Adsorptionserscheinungen 
am  niedrigsten  bei  der  Methode  von  Michaelis,  am  höchsten 
bei  der  Methode  von  Pincussen,  doch  sind  die  Unter¬ 
schiede  nicht  sehr  groß,  im  allgemeinen  bis  10%.  Es 
empfiehlt  sich,  Reststickstoffbestimmungen  stets  nach 
dei selben  Metlujde  vorzunehmen,  damit  die  genannten 
Differenzen  nicht  zu  Trugschlü.ssen  Anlaß  geben." 

Bestimmung  des  Gesamtstickstoffes. 

Man  verwendet  bei  den  verhältnismäßig  großen  Mengen 
(lesamtstickstoff  im  Blut  zweckmäßig  eine  kombinierte 
.Methode.  Man  saugt  in  besonders  dünne,  stickstoff¬ 
freie  Löschjxipierblättchen  ungefähr  1.')  -20  mg  Blut  auf, 
Übel  führt  das  Bl.ittchen  nach  dem  Wdigen  sofort  in  einen 
Rjeldahlkolben  und  gibt  1  ccm  konzentrierte  Schwefel¬ 
säure,  ß  Tropfen  Kujifersulfat  und,  zwecks  schnellerer 
\  ciaschung,  2  ccm  einer  2%igcn  Kaliumpermanganat¬ 
lösung  dazu.  Man  verascht  wie  gewöhnlich  und  destilliert 
nach  einer  der  oben  beschriebenen  Methoden.  Bei  dem 
verhältnismäßig  großen  X-(,ehalt  des  ('.esamt bhites  ist 
die  S.  11  lieschriebene  Methode  (Erhitzung  und  n '.äO  la'tsun- 
gen)  die  einfachste  und  empfehlenswerteste.  Die  iUMCch- 
nung  erfolgt  in  üblicher  W'eiscc 
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Bestimmung  des  Harnstoffes, 
a)  Halbmikromethode. 

Prinzip;  Das  eiweif3freie  Filtrat  des  Blutes  wird  mit 
Urease  versetzt  und  das  gebildete  Ammoniak  in  gewöhn¬ 
licher  Weise  bestimmt. 

Erforderlich:  1.  Phosphatmischung.  13,6  g  KH2PO4  und 
<S3,.")  g  NaoHP04 -f  12  aq.  in  500  ccm  Wasser.  2.  Urease- 
lösung. 

In  eine  Flasche  von  200  ccm  Inhalt  werden  ‘.i  g  Pcrmutit  (Bezugs- 
(luelle:  Pcrmutitgesellschaft,  Berlin)  fein  pulverisiert,  eingefüllt 
und  die.«e  einmal  mit  ungefähr  100  ccm  einer  2%igen  Essigsäure 
gut  durchgeschüttelt.  Nach  Absetzen  des  Permutits  wird  die  Essig¬ 
säure  abgegossen  und  in  gleicher  Weise  das  Pulver  zweimal  mit 
destillieitcm  Was.ser  au.sgewa.schen.  Nach  .\bgießen  des  letzten 
Spülwasseis  gibt  man  in  die  Flasche  g  feingepulvertes  Sojabohnen¬ 
mehl  oder  Jackbeanmehl  (.Mehl  der  Bohnenart  Canivalia  ensiformis) 
und  100  ccm  ;i0'’|,igen  ,\lkohol  (hcrgestclit  aus  ,‘15  ccm  95'’„igem 
Alkohol  und  (>5  ccm  Wasser).  Man  schüttelt  ’j  Stunde  gut  durch, 
läftt  absetzen  und  filtriert.  Die  Lösung  hält  sich  bei  Zimmer-' 
temperatur  ungefähr  I  Woche  wirksam,  im  Eisschrank  3 — 5  Wochen. 

\ollblut  oder  Serum  wird  in  der  (S.  90)  angegebenen 
Weise  mit  Wolframsäure  enteiweißt.  Zur  Harnstoff¬ 
bestimmung  dient  ein  aliquoter  Teil,  in  der  Regel  10  ccm, 
entsprechend  1  ccm  Blut,  der  in  das  Reagensglas  A  der 
Apparatur  S.  31  eingcfüllt  wird.  Zur  Überführung  des 
Harnstoffs  in  Ammoniak  wird  eine  Messerspitze  Urease 
oder  2  ccm  Ureaselösung  zugefügt. 

Außerdem  gibt  man  in  das  Rcagensglas  3  ccm  Phosphat¬ 
mischung  (1 )  und  stellt  das  Reagensglas  während  l.ö  Minuten 
in  ein  Was.serbad  von  l.ö  bis  50  Grad  ein.  Man  destilliert 
das  gebildete  Ammoniak  in  dem  S.  31  beschriebenen 
Apparat  über  unter  öönlage  von  5  ccm  n  öO  H.,S()4.  Die 
Temperatur  kann  hiebei  auf  65 — 70  Grad  gesteigert  werden. 
Zur  Verhinderung  des  Schäumens  wurden  in  das  Dcstilla- 
tionsgefäß  2  ccm  Paraffinum  liquidum  und  6  Tropfen 
Oktylalkohol  gegeben.  Tritt  während  der  Destillation 
erneut  Schäumen  auf,  so  fügt  man  durch  den  Trichter 
einige  Troplen  Oktylalkohol  erneut  zu.  Titration  mit 
n/50  NaOH  in  S.  36  beschriebener  Weise  mit  iMethylrot 
als  Indikator.  Durch  ölultiplikation  der  Differenz  zwi.schen 
\'orgelcgtcr  und  zurücktitrierter  Säure  mit  0,2cS  erhält 


man  die  Milli, e;ramm  1  larnstol  l-X  in  der  angewandten 
IMntmenge  in  Milligramm,  durch  Multijilikation  dieser 
Zahl  mit  2,1  Id  die  Menge  Harnstoff.  Multiplikation  der 
Ditlerenz  mit  (),()()  ergibt  sinngemäl.i  sofort  die  llarnstoff- 
menge  iir  Milligramm. 

b)  Xanthydrolmethode. 

Prin/dp:  Im  mit  Trichloressigsänre  enteiweihten  Blnt- 
filtrat  wird  Dixanthylharnstoff  gefällt.  Der  X-('iehalt 
wird  nach  Wnasclnmg  bestimmt. 

X  ()  t  i  ge  R  e a ge  n  t  i e  n :  ] .  Trichloressigsänrelösnng  20%  . 
2.  hisessig.  ('.  Xairthydrollösnng  10%  in  Methylalkohol. 
I.  Methylalkohol,  ferner  die  Ihr  die  X-Bestimmung  nach 
Kjeldiihl  niitigen  Reagenticn. 

2  ccm  Senim  werden  nach  Zusatz  von  0  ccm  Wasser 
niit  2  ccm  1  richlorc.ssigsäurclösung  enteiweiüt  und  vom 
Xiederschlag  abtiltriert  hzw.  abzentrifugiert,  .d  ccm  Blut- 
filtiat  weiden  in  einem  kleinen  Jenaer  Zentiifugenglas 
mit  .)  ccm  h.,isessig  und  in  gleicher  Weise  wie  beim  Harn 
(S.  10)  beschrieben,  mit  .dmal  0,2.')  ccm  Xauthydrollösuug 
\ci setzt.  Xach  dem  letzten  Zusetzen  wird  1  Stunde  stehen- 
gelassen,  abzentrifugiert,  die  Flüssigkeit  abge, gossen,  der 
Riickstiuul  nach  .\utwirbeln  mit  Methylalkohol  gewaschen 
und  nach  Zentrifugieren  die  klare  hlüssigkeit  wieder  ent¬ 
fernt.  Der  Rückstand  wird  auf  einem  Sandbad  oder  dgl. 
getiocknet,  darauf  ca.  b  Tropfen  konzentrierte  Schwefel¬ 
säure,  2  Tropfen  Kupfersulfatlösung  und  etwas  Perhydrol 
zugelügt.  Xach  den  S.  10  angegebenen  Regeln  wird  unter 
wiederliolter  Zugabe  von  Perhydrol  vera.scht  und  die 
Destillation  und  Titration  in  der  S.  11  angegebenen  \\  eise 
\'ürgenommen. 

Beiechnung:  Die  Menge  der  vorgelegten  n  .')()  Schwcfel- 
>äure  weniger  die  zum  Zurücktitrieren  verbrauchte  Xatron- 
lauge  multipliziert  mit  2<S  gibt  die  mg  Harnstoff-X  in 
100  ccm  Blut.  Durch  Multiplikation  der  Differenz  mit  00 
erhalt  man  direkt  die  mg  Harnstoff  in  100  ccm  Blut. 

Bestimmung  der  Aminosäuren'). 

I  l  inzip;  Das  gleiche  wie  bei  der  Bestimmung  im  Harn, 
S.  Ib,  beschrieben. 


')  Xach  Fofin. 


(icbraiuhte  Kea  ,!<cnt  ien :  1.  Xatriumcarbonatlösunfi  : 
.)()  ccm  einei  fast  gesättigten  Lösung  vnn  Natriumcarbonat 
weiden  auf  ÖOO  ccm  verdünnt.  Die  Lösung  muß  jetzt 
so  eingestellt  werden,  daß  <S,:)  ccm  (Methylrot  als  Indikator) 
20  ccm  n'lO  HCl  entsprechen.  Zu  diesem  Zweck  werden 
20  ccm  n  'lO  HCl  in  einen  Kolben  pipettiert,  einige  Tropfen 
Metlnlrot  zugegeben  und  von  der  \erdünnten  Natrium- 
carbonatlüsung  so  lange  zugegeben,  bis  die  rote  Färbung 
gerade  in  gelb  umschlägt.  Je  nach  der  verbrauchten  Menge 
ist  die  Lösung  zu  vei  dünnen.  Wurden  z.  B.  nur  7,5  ccm 
Natriumcarbonatlösimg  verbraucht,  so  ist  die  ATrdünnung 
so  vorzunehmen,  daß  7,5  ccm  mit  destilliertem  Wasser 
auf  ,S,5  ccm  zu  verdünnen  sind.  Will  man  z.  B.  500  ccm 
der  richtig  verdünnten  Lösung  hersteilen,  so  geschieht 
das  nach  der  Formel  7,5  :  .S,5  =  x  :  500,  woraus  sich  berech- 
500  •  7,5 

net  X  -  — :  oder  141.  Es  müssen  also  411  ccm  dei 

ö,a 

zunächst  hergestellten  verdünnten  Natriumcarbonatlösimg 
auf  .500  im  Meßkolben  aufgefüllt  werden.  2.  Essigsäure¬ 
acetatlösung:  KM)  ccm  .)0%ige  Essigsäure  werden  mit  der 
gleichen  Menge  einer  5%igen  Lösung  von  Natriumacetat 
\ermischt.  .4.  Thiosulfatlösung  l%ig  in  Wasser.  4.  Cdy- 
kokoll-Wugleichslösung:  70  ccm  der  S.  Ib  beschriebenen 
V’ergleichslösung  für  Harn  w'erden  mit  n  10  Salzsäure 
auf  KM)  aufgelüllt  (die  Lösung  muß  spätestens  jeden  Monat 
neu  hergestellt  werden).  5.  Reagenslösung:  frisch  bereitete 
Lösung  von  0,1  g  naphthochinonsulfosaurem  Natrium 
(s.  S.  16)  in  20  ccm  Wasser.  6.  7.  die  S.  90  zur  Ent¬ 
eiweißung  angegebenen  Reagentien :  wolframsaures  Natrium 
10%ig  und  2'.'}  n-Schwefelsäure. 

\5)n  der  nach  S.  90  nach  Folin  enteiweißten  Blutlösung 
(wenn  keine  andere  Bestimmnng  ausgeführt  wird,  genügt 
es,  2  ccm  Blut  bzw.  Serum  zu  enteiweißen)  werden  10  ccm 
in  ein  großes  Jenaer  Reagensglas  einpipettiert,  tlas  eine 
Marke  bei  25  trägt,  ln  ein  zweites  gleiches  (das  wird 
1  ccm  der  \Trgleichslösung  (I)  einpipettiert  und  iS  ccm 
destilliertes  Wasser  zngefügt.  ln  beide  (dä.ser  kommt 
mm  1  Projilen  einer  O,25°oigen  Fhenolphthaleinlösung, 
in  das  Röihrchen  mit  der  5\'rgleichsl()sung  sodann  1  ccm 


Xatriunn'.iibonath'isung  (1),  wodurch  der  Inhalt  des  (ilases 
■-icli  rötlich  tarbt.  Man  i^ibt  nun  in  das  Röhrchen  mit 
der  Wrsuchslösung  tropfenweise  Xatrinmcarbonatlösunfi 
/,n,  bis  die  härbunf,^  der  der  Kontrollösung  entspricht, 
wozu  im  alli^emeinen  ungefähr  20  Tropfen,  gelegentlich 
etwas  mehr  oder  weniger,  gebraucht  werden.  Nun  wird 
in  jedes  (ilas  2  ccm  der  Reagenslösung  (.ö)  zugefügt,  leicht 
gemischt  und  die  Proben  mindestens  l(i  Stunden  an  einem 
dunklen  Ort  stehengelassen.  Am  nächsten  Tag  wird  in 
jedes  R()hrchen  zunächst  2  ccm  Essigsäureacctatgemisch  (2) 
unter  leichtem  Mischen  zugefügt  und  dann  ebenfalls  in 
jedes  Röhrchen  je  2  ccm  der  Thiosulfatlösnng  (.3)  zugegeben. 
Es  wild  bis  zui  Marke  2.)  mit  destilliertem  \\  asser  ergänzt, 
gut  vermischt  und  sofort  im  Kolorimeter  verglichen. 

Die  Berechnung  gründet  sich  darauf,  daß  die  Kontrolle 
•  mg  X  als  Amino-X  enthält.  Die  in  der  angewandten 
Menge  Blutfiltrat  (10  ccm  entsprechen  1  ccm  Blut)  ent¬ 
haltene  Anüno-X-Menge  berechnet  sich  nach  der  kolori- 

metrischen  Eormel,  also  zu  c  0,07  •  mg,  w'obei  s,  die 

>chichtdicke  der  \’ergleichslösimg,  s  die  Schichtdicke  der 
\  ersuchslösung  bei  Earbengleichheit  bedeutet. 

Beispiel:  Bei  Earbengleichheit  sei  die  Schichtdicke 
der  \Trgleichslösung  2.0.  die  der  \'crsuchslösung  20.  Der 
(ifhalt  an  Amino-X  in  der  angewandten  Blutmenge  (1  ccm) 

_  2.') 

'>^t  0,0/  •  mg  —  0,037.')  mg, 100  ccm  enthalten  also  (S,7.')  mg 
.\mino-Stickstoff. 

Del  Amino-Stickstol I  beträgt  in  normalem  Blut 

b  -3mg0„. 

Bestimmung  von  Ammoniak'). 

Da^  Piinzip  ist  dasselbe  wie  für  Harn  beschrieben.  Das 
.\mmoniak  wiid  durch  Zusatz  von  .\lkali  aus  (lern  Blut 
m  einem  geschlossenen  System  freigemacht  und  in  einem 
Rolirchen,  das  mit  x'erdünnter  Salzsäure  beschickt  ist, 
.mfgefangam.  Die  Menge  des  .\mmoniaks  wird  nach  Ver¬ 
setzen  mit  Xeßlei>  Reagenz  durch  Wrgleich  mit  Lösungen 

‘)  .Vach  Nash  und  Benedict.  J1  oi.  biol.  chem.  (I(t2li 


bekannten  Gehaltes,  die  in  gleicher  Weise  behandelt  wurden, 
ermittelt. 

l'..r forderlich :  (Alle  Reagentien  müssen  peinlich  frei 
von  NH3  sein,  wie  auch  der  Arbeitsraum  keine  NH.j-Dämpfe 
enthalten  darf.)  1.  Kaliumoxalat,  ammoniakfrei,  wenn 
nicht  rein  erhältlich,  durch  wiederholtes  Umkristallisieren 
mit  NHij-freiem  \\  asser  (dieses  ist  zu  gewinnen  durch 
Destillieren  sehr  verdünnter  IlaSC),)  zu  erhalten.  ‘2.  n  lOHCl. 
d  Tropfen  in  5  ccm  NHg-freiem  Wasser  dürfen  mit  Neßlers 
Reagenz  keine  Färbung  geben,  .k  Carbonat-Oxalat-Lcisung. 
^  R  K2CO3  und  12  g  Kaliumoxalat  (T  aqu.)  werden  in 
ca.  ÖO  ccm  NHg-freicm  Wasser  gelöst,  auf  die  Hälfte  ein¬ 
gedampft,  mit  NH3-freiem  Wasser  verdünnt,  wieder  auf 
kleines  Volumen  eingeengt,  schließlich  mit  NH3-frciem 
W  assei  auf  SO  ccm  aufgefüllt.  1.  Neßlers  Reagenz  (Vor- 
schiift  von  Bock-Benedict),  ln  einen  Liter-Kolben  werden 
100  g  Hg  J,  und  70  g  KJ  eingebracht  und  100  ccm  Wasser 
zugegeben  und  bis  znr  Lösung  geschüttelt.  Anderseits 
werden  100  g  NaOH  in  500  ccm  Wasser  gelöst  und  die 
abgekühlte  Lösung  unter  dauerndem  Schütteln  in  den 
1000  ccm  Kolben  zugegeben  und  nach  .Mischen  die  Lösung 
auf  1000  verdünnt.  Sollte  die  Lösnng  nicht  ganz  klar 
sein,  absetzen  lassen  und  nach  vollständiger  Klärung 
abdekantieren.  5.  Capryl-Alkohol.  G.  Standardlösung. 
1,717  g  Ammoniumsulfat  werden  auf  1  1  verdünnt.  1  ccm 
dieser  Lösung  enthält  1  mg  NH3-X.  Zur  Herstellung  der 
erforderlichen  Teste  werden  2  ccm  Lösung  im  Meßkolben 
auf  500  ccm  verdünnt.  Diese  Lösung  enthält  dann  0,1  mg% 
NH3-N. 

Die  Destillaticm  erfolgt  unter  Luftdurchleitung,  wie  bei 
Harn  beschrieben,  doch  sind  bei  den  sehr  geringen  Mengen 
von  NH3  im  Blut  besondere  \Mrsichtsmaßregeln  erforderlich. 
Die  Röhren  sind  sehr  hoch,  um  ein  Überspritzen  hintan¬ 
zuhalten;  es  werden  als  Verschluß  Glasstopfen  verwendet, 
in  welche  die  Röhren  zur  Durchleitung  der  Luft  einge¬ 
schmolzen  sind  und  nur  die  Wrbindung  zwischen  dem 
Aufnahmerohr  für  das  Blut  und  dem  Auffangerohr  für 
das  Ammoniak  erfolgt,  möglichst  Glas  an  Glas,  durch 
einen  Gummischlaucli.  Wie  aus  der  Figur  ersichtlich, 
sind  an  den  Einlührungsröhren  Glasplatten  angeschmolzen. 
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um  ijobihU'ten  ScIkiuiu  zu  zertciU'u.  Zur  siciu'reu  ICut- 
fcruuu!,^  (U's  XI 1.,  (It'r  Ijilt  werden  xor  das  System,  d.  li, 
also  \-or  die  das  Hhit  i'Utlialteuden  l^'lasehe,  ‘2  d  Wascli- 
flaselien  mit  verdünnter  ILSO,  und  zunaehst  der  das 
Blut  enthaltenden  Masehe  uoeli  eine  w'eitere  Whisehflasehe 
mit  1  %i,yer  HCl  i^esehaltct.  Die 
Durehsauymnij;  der  I.uft  erfolyü  in 
üblieliei  Weise  tlurcb  eine  Wasser- 
Strahlpumpe,  deren  Sehlaueh  an 
dem  kurzen  Sehenkcl  der  Auf- 
fani^eilasehe  aufgesetzt  wird. 

Die  Auffangeflasche  P>  wird  mit 
ö  eem  XH.j- freiem  Wasser  und  2  Cf 
Tropfen  u  10  HCl  besehickt,  in  die 
erste  Flasehe  A  kommen  ü  ecm  gut 
gemischtes  ( ).\alat-Blut,  dazu  1  ccm 
der  (  arbonat-üxalat -Lösuug  (!f)  und 
1  Tropfen  (nicht  mehr)  Capryl- 
Alkohol.  Der  Apparat  wird  schnell 
zusammengesetzt  —  es  wair  vorher  festgestellt, 
Glasstopfen  gut  schließen  —  und  während  15 
ein  mäßigei  Luftstrom  tlurch  das  System  gesaugt. 

Inzwischen  wuudeu  in  eine  Reihe  v'on  Reagenzgläsern 
init  genau  demselben  Durchmesser  wue  das  Auffangegefäß 
\erdünnungen  der  verdünnten  Staadardlösuug  (mit 
(),lnig%XH.p  hergestellt.  Für  die  meisten  Zw'ecke 
w'erdeu  folgende  .Mischungen  zweckmäßig  sein; 


Abb.  17. 
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Neßlerschcn  Reagenz  (I)  zugegeben  und  aus  dein  Vergleich 
die  Menge  des  NH;j-X  im  Blute  ermittelt. 

Der  Mittelwert  des  NH3-N  im  normalen  Blute  beträgt 
nach  Nash  und  Benedict  um  0,2  mg  %. 

hür  besondere  Zwecke  kann  man  tlie  Reihe  der  \'ergleichs- 
proben  natürlich  enger  machen,  bzw.  nach  der  einen  oder 
anderen  Seite  ausdehnen. 

An  Stelle  des  Nesslerschen  Reagens  benutzen  D.  D.  van 
Slyke  und  Hiller  (Jl.  of  biol.  ehern.  Bd.  102,  S.  .ÖOO)  ein 
Nati ium- Phenolat-  Reagens  folgender  Zusammensetzung. 
2.)  g  Phenol  werden  in  wenig  \Vas.ser  gelöst,  .ÖO  ccm  40%ige 
Natriumhydroxyd-Lösung  zugegeben  und  aut  100  ccm 
verdünnt.  Zur  Erzeugung  der  Färbung  wird  (  hlorwasser 
x'erwendet,  das  folgendermaßen  hergestellt  wird.  50  g 
t'alciunihypochlorit  (mit  56%  freiem  Chlor)  wird  in  un¬ 
gefähr  500  ccm  heißem  \\  asser  gelöst.  Diese  I.ösung  wird 
mit  einer  Lösung  von  50  g  K.^CO.j  (wasserfrei)  in  200  ccm 
kaltem  Wasser  gemischt  und  auf  1000  ccm  aufgefüllt.  Es 
ist  zu  prüfen,  ob  auf  Zusatz  \’on  mehr  K.,(.  Og-Lösung  die 
klare  Lösung  sich  trübt;  in  diesem  Falle  ist  Carbonat- 
Lösung  zuzugeben,  bis  alles  Calcium  ausgefällt  ist.  Die 
klare  Lösung  wird  in  kleine  Flaschen  abgefiillt,  die  im 
Fisschrank  aufbewahrt  werden.  \"on  Zeit  zu  Zeit  muß 
in  der  in  Ciebranch  befindlichen  Flasche  der  Gehalt  an 
aktivem  Chlor  bestimmt  werden.  Hiezu  werden  zu  5  ccm 
('hlorlösung  25  ccm  Wasser  und  0,25  g  KJ  sowie  2  ccm 
Eisessig  gegeben  und  mit  n  10  Thiosulfat  titriert.  Die 
Lösung  .soll  1  g  Chlor  in  100  ccm  enthalten. 

Nach  beendeter  Luftdurchsangung,  die  wie  oben  be¬ 
schrieben  durchgeführt  wird,  wird  in  das  Auffanggefäß 
ebenso  wie  in  die  (iläser  mit  den  \  ergleichslösungen  je 
1  ccm  der  Phenolatlösung  und  (),;>  ccm  (  hlorlösung  gegeben, 
.gemischt  und  die  Ciläser  5  Minuten  in  ein  kochendes  Wasser¬ 
bad  gestellt:  nach  Abkühlen  unter  fließendem  Wasser 
werden  die  Färbungen  entweder  wie  bei  der  Nash-Methode 
an, gegeben  direkt  oder  im  Kolorimeter  verglichen. 

Bestimmung  der  Fraktionen  des  Bluteiweißes. 

Prinzi]):  Fs  wird  bestimmt  1.  das  gesamte  Eiweiß 
im  Plasma  oder  Serum,  2.  der  (iesamtstickstoff  aus 


Fibrinogen  (mir  im  Plasma)  als  Dillercnz  zwisclum  cUmi 
(lesamt-X  und  dem  N  nach  Fibrinof^'enanslallunf',  .‘F  All)n- 
inin-N  ini  hiltrat  der  Globnlinfällnng,  1.  (ilobnlin-N  nach 
Abzug  des  Albmnin-N  vom  Gesamt-N  im  Sernm;  als 
Differenz  zwischen  Gesamt-X  und  Albumin  X  v  Fibri- 
nogen-X  im  Plasma. 

Frfordcrlich;  1.  XaCl-Fösnng  0,9%,  2.  (  ih  F-Lösnng 
-.•>%,  3.  Xa.>S0, -Lösung  (wasserfreies  Sulfat),  22,2%ig. 
herner  die  zni  .'dikrokieldahl-Bestimmnng  nötigen  Keagen- 
tien  (s.  p.  -42). 

Der  (lesamt-Protein-X  wird  in  der  S.  91  geschilderten 
W  eise  bestimmt. 


Zur  Bestimmung  des  Fibrinogens  wird  1  ccm  Plasma 
in  einen  50-ccm-Meßzylinder  mit  (ilasstopfen  einjripettiert 
48  ccm  XaCl-Lösnng  (1),  1  ccm  ('aCL-l-ösimg  (2)  zngefügt! 
gilt  gemischt  und  mindestens  20  Minuten  stehen  gelassen. 
Durch  kreisförmige  Bewegung  des  Zylinders  bringt  man 
das  Cierinscl  an  die  Wandungen  oder  man  wickelt  durch 
Kühlen  mit  einem  Glasstab  das  Fibringerinn.sel  an  diesem 
auf,  so  daß  eine  klare  Lösung  entsteht.  Von  dieser  werden 
10  ccm,  entsprechend  0,2  ccm  Plasma,  zur  N-Bestimmung 
\ci wandt,  die  nach  dem  S.  12  angegebenen  Wrfahren 
erfolgt. 


_  Zur  Bestimmung  des  Albumins  gibt  man  in  einem 
oO-ccm-Meßzylinder  mit  Glasstopfen  zu  1  ccm  Plasma 
oder  Serum  genau  29  ccm  der  Xatriumsnlfatlösung  (ß), 
nachdem  man  sie  zux'or  auf  37  (irad  erwärmt  hat.  Man 
stellt  den  Zylinder  geschlossen  3  Stunden  in  einen  Brut¬ 
schrank  oder  in  ein  Wasserbad  \’on  37  (iiad  und  filtriert 
dann  durch  ein  dichtes,  trockenes  Filter  in  cm  trockenes 
Reagensglas,  wobei  der  Trichter  während  des  Filtrierens 
mit  einem  Ldirglas  zn  bedecken  ist.  Wird  das  I^'iltrat  nicht 
klar,  so  muß  man  auf  das  Filter  zurückgießen,  um  eine 
ganz  klare  iMsung  zn  bekommen.  Vom  Filtrat  werden 
9  ccm,  entsprechend  0,.ß  ccm  Serum  oder  Plasma,  zur 
.\naly.se  genommen. 

Schließlich  wird  nach  einer  der  S.  88  angegebenen 
Methoden  eine  Bestimmung  des  Rest-X  ausgeführt. 
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Im  iil)iif^cn  können  l)ci  \'on  der  Norm  abweichendem 
Weiten  dei  einzelnen  hraktionen  f^rößcre  oder  f^ermgere 
Mengen  als  hier  angegeben  zur  N-Bestimmung  genommen 
werden. 

Berechnung.  Die  Berechnung  der  N-Werte  erfolgt 
wie  a.  a.  O.  angegeben.  Aus  den  NAVerten  wird  der  Wert 
der  verschiedenen  EiweiBfraktionen  durch  Multiplikation 
mit  b,25  berechnet. 

Beispiel  für  Plasma.  Der  gefundene  W'ert  des 
Gesamt-N  betrug  1250  mg %,  von  dem  der  Rest-NAVert 
von  80  mg%  abzuziehen  ist.  Es  beträgt  also  der  gesamte 
EiweiB-N  1170  mg%,  das  GesamteiweiB  also  7,81 
Das  Eibrinogenfiltrat  habe  1095  mg%  N  enthalten,  ab¬ 
züglich  also  vom  gefundenen  Gesamt-N  mit  Ausschluß 
des  Rest-N  habe  der  Fibrinogen-N  1170  -  1095  75  mg°y 

betragen,  also  auf  Eiweiß  umgerechnet,  0,17%  hdbrinogen. 
Die  Albuminfraktion  nach  .\usfällung  des  Globulins  enthielt 
970  mg%,  nach  Abzug  der  80  mgo/o  Rest-N  also  890  mg%, 
entsprechend  5,50%  Albumin.  Das  Globulin  endlich 
berechnet  sich  ans  dem  gefundenen  Gesamt-N  abzüglich 
der  Summe  Fibrinogen  +  Albumin,  in  unserem  Falle 
also  zu  7,31—  (5,56  |  0,17),  also  zu  1,28°(,. 

Die  Berechnung  im  Serum  vereinfacht  sich  entsprechend, 
weil  dieses  Fibrinogen  nicht  enthält.  Es  ist  also  das  Globulin 
gleich  der  Differenz  zwischen  Gesamt-Eiweiß  und  Albumin. 

Bestimmung  des  Zuckers, 
a)  Methode  nach  Ivar  Bang. 

Prinzip:  Durch  den  Blutzucker  (oder  richtiger  die 
reduzierenden  Substanzen  des  Blutes)  wird  Kupfersulfat - 
lösung  reduziert:  das  gebildete  Kupfero.xydul  wirkt  auf 
Jodsäure  und  reduziert  diese,  indem  sich  wiederum  Kupfer- 
o.xydstnfe  bildet.  Die  Menge  des  reduzierten  Jodates  wird 
titrimetri.sch  mit  Thiosulfat  ermittelt. 

1fr  forderliche  Reagentien:  1.  Salzlösung.  In  einen 
Meßkolben  von  2  1  werden  1300  ccm  gesättigte  Chlor- 
kaliumlösung  eingebracht,  dazu  8  ccm  10%ige  Kupfer- 
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sultatlosuni,'.  Aiulerscits  werden  '2  ^  rranylaeelat  in  1200  eeni 
Wasser  tjelöst,  1 ,12  eeni  konzentrierte  (sja-z.  (iew.  1,10) 
Salzsanre  zngef^el)en  und  diese  Misehnnj,^  ebenfalls  in  den 
.Meßkolben  einitetiillt.  Mit  destilliertem  Wasser  wird  auf 
‘2000  ecm  anfi^efüllt.  2.  Jodatlösuiyy.  O.ßöti?  Kalium- 
jodat  (KJO.j)  werden  in  einem  Meßkolben  von  11  in 
Wasser  anfymldst .  10  ccm  20%ive  Schwcfelsänre  (s.  1) 

zni^eya'ben  und  auf  1000  ccm  aulgefnllt.  ß.  Alkalilösunf^. 
7.0  ^  Kaliumcarbonat  normal  (KjCO.,)  und  20  g  weinsaures 
Kaliumuatrium  (Scignettesalz)  werden  in  Wbisser  f^eldst 
und  (las  Volumen  auf  1000  gebracht.  1.  Schwefelsäure 
20°oig  (aus  (SO  ccm  W'asser  und  20  ccm  konzentrierter 
Schwetclsäure).  .).  •’)%igc  Kaliumjodid-(K  J-)Lösung. 

0.  l%igc  Stärkelösung  öfter  frisch  herzustellcn.  Sic  darf 
kt'in  Baktcrienwachstum  zeigen.  In  ca.  80  ccm  siedendes 
Wasser  wird  1  g  lösliche  Stärke,  die  in  ca.  10  ccm  W'asser 
aufgeschwemmt  war,  eingegossen,  die  Flamme  entfernt 
und  die  Lösung  auf  100  aufgefüllt.  7.  n  j,,,,  Thiosulfat- 
lösung. 

-Man  stellt  sich  bereit:  1  Geläß  (Reagensglas  oder  Kölb¬ 
chen)  mit  Salzlösung  (1),  darin  eine  Pipette  von  6, .5  ccm 
Inhalt;  ein  Gefäß  mit  Jodatlösung  (2),  dazu  eine  genaue 
Pipette  v(m  2  ccm;  eine  Bürette  mit  .Alkalilösung,  ein  Gefäß 
mit  Schwefelsäure,  dazu  eine  2  ccm  Pipette.  Jodkali¬ 
lösung  und  Stärkelösung  hat  man  für  den  augenblicklichen 
(lebrauch  zweckmäßig  in  kleinen  Tro]üflaschen. 

-Man  beschickt,  wie  S.  02  beschrieben,  mehrere  vc.)rher 
gewogene  Blättchen  (tür  jede  Bestimmung  mindestens  2) 
mit  Blut  und  bringt  sie  unmittelbar  nach  dem  Wägen 
in  trockene  Reagenzgläser.  In  jedes  Glas  gibt  man  0,5  ccm 
der  Salzlösung  (1)  und  läßt  mindestens  [A  Stunde  lang 
e.xtrahieren.  Längeres  Verweilen  bis  zu  21  Stunden  in  der 
L.xtraktionslösung  schadet  nichts,  dich  werden  die  Zucker- 
w(?rte  etwas  niedriger.  .Man  gießt  dann  die  ILxtraktions- 
flüssigkeit  in  Jenaer  Kölbchen  (Kochsche  Form)  mit  ziemlich 
wcutein  Halse  von  ungefähr  100  ccm  Fassungsraum  ab, 
bringt  in  das  Reagensglas  zum  Nachs])üleu  nochmals 
genau  0,5  ccm  S.dzlösnng  und  gießt  auch  diese  in  das 
entsprechende  i:rlenineyerk(ölbchen  hinein.  .Man  vergesse 
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nicht,  die  Kolben  zu  niaikieren.  i3\'enn  sehr  wenig  Zucker 
erwartet  wird,  kann  man  die  Extraktionsflüssigkeit  aus 
1  Reagensgläsern,  in  deren  jedes  ein  Blättchen  herein¬ 
getan  worden  war,  in  ein  Kölbchen  zusammengießen  und 
das  Nachspülen  unterlassen.  Man  hat  dann  in  dem  Kölb¬ 
chen  ebenfalls  Id  ccm  Lösung  und  kann  nun  weiter  wie 
für  die  zuerst  be.schriebene  Methode  verfahren.''  Man  fügt 
nun  je  2  ccm  Jodatlösung  (2)  (sehr  genau!)  und  Alkali¬ 
lösung  (d)  zu  und  nimmt  die  Reduktion  vor.  Der  hiezu 
erforderliche  Apparat  besteht  aus  einem  Kochkolben 
(Dampfentwickler)  A,  der  mit  einem  eingeschliffenen  Glas- 
stopten  verschlossen  ist  (s.  Abb.  18),  der  eingeschmolzen 

ein  zweimal  gebogenes 
Rohr  b  trägt.  Man  kann 
auch  einen  durchbohrten 
Gummistopfen  verwenden, 
in  welchem  das  Rohr  ein¬ 
gesetzt  wird.  Der  zweite 
senkrechte  Schenkel  muß 
ungefähr  d — 1  cm  länger 
.sein  als  die  Höhe  der  be¬ 
nutzten  Kölbchen  beträgt. 
Dieser  Schenkel  trägt  an 
seinem  unteren  Ende  eine 
kleine  Kugel,  die  seitlich  in 
gleichen  Zwischenräumen  d — 5  Löcher  enthält.  Wird  in  der 
Flasche  A  Dampf  entwickelt,  so  geht  er  durch  das  Rohr  b 
durch  und  entweicht  in  der  angeschmolzenen  Kugel  durch 
die  eingeblasenen  Löcher.  Zur  \'ermeidung  des  Stoßens  gibt 
man  trockene  Tonstückchen  in  den  Kochkolben  A  herein. 
Das  Erlenmeyerkölbchen  e  mit  der  \'crsuchsflüssigkeit 
wird  zweckmäßig  mit  einer  Klammer  c  eingeklammert, 
die  auf  einem  Stativ  leiclit  herauf-  und  heruntergeschoben 
werden  kann. 

\ä)r  Beginn  des  Versuches  wird  der  Dampfentwickler 
angeheizt;  soixdd  die  Dampfentwicklung  regelmäßig  ge¬ 
worden  ist,  wird  das  Erlenmeyerkölbchen,  das  bis  dahin 
beiseite  gestanden  hat,  mit  Hilfe  der  Klammer  schnell 
hochgesc hoben,  bis  das  Rohr  b  so  tief  eintaucht,  daß  der 
kugelige  Ansatz  ganz  von  der  Flüssigkeit  bedeckt  ist.  Die 


.\l)b.  lö. 


Zeit  wird  solort.  am  In'sten  mit  Hilfe  einer  St()i)j)uhr  oder 
Sanduhr,  markiert.  Durch  den  einströmenden  I)am[d 
wird  der  Inlialt  dos  Kölbchens  in  imf^efähr  10  Sekunden 
zum  Sieden  erhitzt  und  l)leibt  dann  im  dauernden  Kochen, 
das  genau  1  Minuten  nach  dem  Kinführen  (nicht  nach 
Beginn  des  Siedens  der  \'ersuchsflüssigkeit !)  unterbrochen 
wird.  Während  des  Kochens  füllt  man  die  '2  ccm  Pipette 
mit  2Ü%igcr  Schwcfclsänrc  und  stellt  diese  n  Sekunden 
\or  dem  Abhud  der  I  Minuten  mit  der  Füllung  in  die  \'er- 
suchsflüssigkeit  herein.  Das  Ihitcrbrechcn  der  Reduktion 
erfolgt  außer  durch  diese  Hj  S04-Zugabc  durch  schnelles 
hortziehen  des  Erlenmeyerkölbchens  vom  Dampfentwickler, 
indem  man  es  mit  Hilfe  der  Klammer  schnell  herunter¬ 
läßt.  Man  läßt  den  Inhalt  des  Kölbchens  .ö  Minuten  erkalten, 
gibt  20  ccm  destilliertes  \\  asser  zu  und  kühlt  dann  eine 
Minute  unter  fließendem  Wasser  ab.  Die  Titration  erfolgt 
mit  n  100  Thiosulfathisimg  mit  Hilfe  der  Mikrobürette 
(s.  S.  5).  Man  gibt  zur  Lösung  10  Tropfen  Jodkalium¬ 
lösung  (.))  und  Tropfen  Stärkelösung  (6)  und  titriert 
auf  einer  weißen  Unterlage,  bis  die  Blaufärbung  gerade 
verschwunden  ist  und  innerhalb  .H  Minuten  nicht  wieder¬ 
kehrt  . 

•Anderseits  muß  ein  Leer\-ersuch  angestellt  werden, 
in  dem  man  das  jodbindende  Vermögen  der  angewandten 
Reagentien  feststcllt.  Dieser  Versuch  wird  genau  so  an- 
, gestellt  wie  der  Vollversuch.  Alan  nimmt  mir  statt  der 
mit  Blut  beschickten  Blättchen  gewöhnliche  leere.  Dieser 
A'ersuch  braucht  nicht  für  jede  Bestimmung  neu  aus¬ 
geführt  zu  werden,  er  muß  jedoch  mindestens  an  jedem 
\  ersuchstage  in  zwei  Proben  gemacht  werden,  wobei 
naturgemäß  Bedingung  ist,  daß  für  alle  ATrsuche  dieses 
Tages  diesell)en  Lösungen,  auch  die  gleiche  Thiosulfat- 
lösung,  angewandt  werden.  Stimmen  flie  Werte  nicht 
gut  überein,  muß  wiederholt  werden,  da  der  erhaltene 
W'ert  grundlegend  für  die  Bcrechnnng  ist. 

Berechnung;  Da  bei  der  Titration  mit  Thiosulfat  das 
freie  Jod  bestimmt  wird,  muß  die  bei  der  I-eerbestimmung 
verbrauchte  Thiosulfatmenge  höher  sein  als  die  der  \'oll 
liestimmung.  Man  subtrahiert  diesen  letzteren  Wert  \-on 
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dem  der  Leerbestimmung  und  dividiert  die  so  erhaltene 
Zahl  durch  2,<S.  Diese  Zahl  leitet  sich  daher,  daß  unter 
den  angegebenen  Versuchdbesingungen  2,8  ccm  n  'lOO  Thio- 
sultatlösnng  1  mg  Glukose  entsprechen.  Man  erhält  auf 
diese  Weise  die  Menge  Traubenzucker  in  der  Versuchs¬ 
losung  m  Milligramm,  unter  Berücksichtigung  des  Ge¬ 
wichtes  des  angewandten  Blutes  die  Bliitziickermenge 
in  100  g.  ^ 

Beispiel;  Die  Leerbestimmung  habe  ergeben  1,92  ccm 
11,100  Thiosiilfat,  die  Vollbestimmung  1,05  ccm  Thio- 
suhat.  Die  Differenz  beträgt  0,2?'  ccm  Thiosulfat. 
0,27:2,8  —  0,0961;  die  angewandte  Blutmenge  enthielt 
also  0,0961  mg  Blutzucker.  Waren  86  mg  Blut  abgewogen, 
so  ergibt  sich  aus  der  Gleichung 

80  :  0,0901  100  ;  x 

der  Zuckergehalt  in  100  mg  Blut  zu  0,112  mg,  der  Zucker¬ 
gehalt  in  100  g  Blut  also  zu  0,112  g  bzw.  %. 

Der  Zuckergehalt  des  normalen  Nüchtern-Menschenblutes 
beträgt  0,08—0,1%. 

b)  Methode  von  Hagedorn  und  JensenM- 

Prinzip:  Das  Blut  wird  durch  eine  kolloidale  Lösung 
von  Zmkhydroxyd  enteiweißt,  das  klare  Filtrat  wird  mit 
Fei  1  icyankalium  behandelt  und  das  nichtgebrauchte  durch 
Thiosulfat  zurücktitriert.  Die  Reaktion,  nach  welcher  die 
Lmsetznng  erfolgt,  ist 

2  H3FeCy«  I  2  HJ  -  2  H.FeCye  b  J,. 

Gebrauchte  Reagentien:  1.  Zinksulfatlösung;  Zink¬ 
sulfat  15  g,  in  Wasser  gelöst,  auf  100  ccm  aufgefüllt.  Die 
Lösung  wird  zum  Gebrauch  auf  das  100 fache  verdünnt. 

2.  Kalinmferricyanidlösung:  1,65  g  Kalinmferricyanid  und 
10,0  ausgeglühtes  was.serfreies  Natriumcarbonat  werden 
m  Wasser  gelöst  und  im  Meßkolben  auf  1000  auf¬ 
gefüllt.  Lösung  in  brauner  Flasche  aufbewahren.  3.  Zink- 
snlfat-Kochsalzlösung;  10  g  Zinksulfat  und  50  g  NaCl 
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wenU'ii  in  Wasser  gelöst  und  auf  KIO  eein  aufgcfüllt. 
1.  Kaliinnjodidlösung;  12,,')  g  KJ  werden  mit  Wasser  auf 
1(K)  ccm  anfgefüllt  (in  tnauncr  Flasehe  aufliebcn).  Zum 
('.chranrh  werden  10  Teile  (.d)  mit  10  Teilen  (l)  gemischt. 
Die  in  dunkler  Masche  antzuhewahrende  Lösung  hält 
sich  nur  kurze  Zeit ;  mindestens  wöchentlich  frisch  her- 
>tellen !  ,).  h^ssigsätirelösung:  ö  ccm  Lisessig  werden  mit 
W  assei  auf  100  ccm  aufgefüllt.  0.  Stärkelösung;  1  g 
lösliche  Stärke  wird  unter  leichtem  Erwärmen  in  un¬ 
gefähr  .)  ccm  W  asser  gelöst  und  mit  gesättigter  XaCl- 
Lösung  auf  100  aufgefüllt.  7.  Xatriumthiosulfatlösung 
n  200,  hergestellt  durch  \'erdünnen  von  ccm  n'lO  Thio- 
sulfat  auf  100.  (S.  Kaliumjodatlösung:  O.d.öü?  g  KJO, 

werden  in  Wasser  gelöst  und  im  Meßkolbcn  auf  2000  auf¬ 
gefüllt.  Letztere  Lösung  dient  zur  Einstellung  des  Titers 
der  Thiosulfatlösung  (7).  Diese  Kontrolle  ist  stets  vorzu- 
nchmen,  so  oft  eine  neue  Thiosulfatlösung  hergestellt  wird, 
mindestens  aber  jede  W'oehe.  Die  Titcrstellung  erfolgt 
einfach  so,  daß  2  ccm  Jodatlösung  (8)  mit  2  ccm  Essig¬ 
säure  (.7),  2  ccm  der  Jodid-AIischung  (ö  --  1)  und  2  Tropfen 
Stäi ke  (b)  \ ersetzt  werden  und  die  bis  zum  7  erschwinden 
der  Blaufärbung  nötige  Menge  n  200  Thiosulfat  fcstgestellt 
wird.  9.  XaOH  n  10. 

Alle  Reagentien  sind  darauf  zu  prüfen,  daß  sie  eisen- 
fi ei  sind,  .sonst  sind  sie  zu  verwerfen. 


Zui  Enteiweißung  der  Blutproben  werden  ebenso\iel 
Rcagen.sgläsei  aus  Jenaer-  oder  Pyrexglas  von  ungefähr 
1.7  mm  Durchme.sser  und  120  mm  Höhe  (es  können' auch 
andere  hormate  verwandt  werden)  mit  je  1  ccm  n,  10  XaOH 
beschickt  und  dazu  7  ccm  der  auf  das  lOOfache  verdünnten 
Zinklösung  (1)  zugegeben.  Es  entsteht  eine  kolloidale 
Lösung  v’on  Zinkhydrat.  Irin  oder  besser  zwei  (däschen 
werden  als  Kontrollen  in  der  gleichen  W'eise  behandelt. 
Mit  einer  Pipette  von  0,1  ccm  wird  aus  der  Eingerbcere 
oder  aus  dem  (Ohrläppchen  0,1  ccm  Blut  entnommen, 
die  Pipette  von  außen  anhaftendem  Blut  ge.säubert  und' 
der  Inhalt  in  die  kolloidale  Zinklösnng  ausgcblasen.  Man 
spült  die  Pipette  mit  der  im  Reagensgläschen  befindlichen 


aus  und  bläst  sie  leer.  Man  stellt  nunniehr  sämtliche  mit 
Blut  beschickten  Röhrchen  ebenso  wie  die  Kontrollen 
auf  d  Minuten  in  ein  siedendes  Wasserbad.  Inzwischen 
hat  man  soviel  Präparatengläser  von  ungefähr  30  mm 
Durchmesser  und  100  mm  Höhe  bereitge.stellt,  wie  der 
.\nzahl  der  Proben  einschließlich  Kontrollen  entspricht. 
Diese  (däschen  stehen  zweckmäßig  in  einem  dazu  an¬ 
gefertigten  Ciestell,  das  man  späterhin  zusammen  mit 
den  (Bläschen  in  ein  Wasser bad  stellen  kann.  Auf  die 
mit  den  gleichen  Zahlen  wie  die  Reagensgläser  mit  den 
Proben  zu  numerierenden  Gläschen  kommt  ein  Trichter 
\-on  ungefälir  I  cm  Durchmesser,  der  einen  kleinen  ßau.sch 
angefeuchteter,  entfetteter,  reiner  Watte  oder  ein  Papier- 
Hlter  enthält.  Man  prüfe  das  Filtermaterial,  besonders 
tlie  Watte,  daraufhin,  ob  es  frei  \’on  reduzierenden  Sub¬ 
stanzen  ist.  Nachdem  die  Reagensgläser  die  oben  ge¬ 
nannten  3  Minuten  erhitzt  worden  sind,  gießt  man  ihren 
Inhalt  auf  das  dazugehörige  Filter,  worauf  ein  ganz  klares 
Filtrat  resultieren  muß.  Man  wäscht  die  Reagensgläser 
noch  zweimal  mit  je  3  ccm  WMsser  gut  aus  und  gießt  diese 
ebenfalls  auf  das  Filter.  Man  läßt  gut  abtropfen  und 
entfernt  die  Trichter.  Nunmehr  wird  in  jedes  Glas  einschließ¬ 
lich  der  Kontrollen  mit  Hilfe  einer  Pipette  2  ccm  Ferri- 
cyanidlösung  (2)  -  sehr  genau  abzumessen!  -  zugefügt 

und  das  (jestell  mit  den  Gläschen  15  Minuten  in  ein  kochen¬ 
des  W'asserlxid  eingebracht.  Man  läßt  abkühlen  -  die 
Proben  können  jetzt  auch  längere  Zeit  stehenbleiben  — 
und  fügt  nun  zu  jeder  Probe  2  ccm  der  Zinksulfat-Kalium¬ 
jodidlösung  (Mischung  aus  3  und  1),  darauf  2  ccm  Essig¬ 
lösung  (5)  und  2  Tropfen  Stärkelösung  (0).  Man  titriert 
mit  der  riiiosulfatlösung  aus  einer  Mikrobürette  in 

üblicher  Weise  bis  zum  \'erschwiuden  der  blauen 
halbe,  wobei  man  das  Gläschen  auf  eine  weiße  Gnterlage 
stellt. 

Znr  Berechnung  muß  man  kennen:  1.  die  \er- 
branchte  Thiosulfatlösung  a)  für  die  Blutprobe,  b)  für 
die  Kontrolle;  2.  den  Titer  der  Thiosulfatlösung.  Hage¬ 
dorn  und  Jensen  haben  eine  labelle  angegeben,  aus 
welcher  die  dazugehörigen  Glukosewerte  ohne  weiteres 
.dizulesen  sind. 
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ccm  n/20(1  Thiosulfat  mg  Glukose  in  100  ccm  Blut 


0 

1 

2 

1  5 

() 

7 

8 

<) 

0,0 

38.3 

382 

.379 

.376 

i  373  .370 

;i67 

.36  1 

.361 

;i.38 

0,1 

355 

332 

.3.30 

.318 

i  .31.3  31.3 

.311 

338 

3.36 

.3.3.3 

0,2 

331 

329 

.327 

.32.3 

.32.3  :vi\ 

318 

316 

31  1 

3,12 

0,3 

310 

308 

.306 

301 

.302  ;  .300 

298 

296 

291 

292 

0,1 

290 

288 

286 

281 

282  280 

278 

276 

271 

272 

0,5 

270 

208 

266 

261 

262  260 

259 

2.37 

255 

253 

(),() 

251 

219 

217 

21.3 

24.3  1  241 

210 

2.38 

2.36 

231 

0.7 

232 

2.30 

228 

226 

221  222 

221 

219 

217 

21.3 

0,8 

213 

211 

209 

208 

206  1  201 

202 

200 

199 

197 

0,9 

19.3 

193 

191 

190 

188  186 

184 

182 

181 

179 

1,0 

177 

175 

17.3 

172 

170  168 

166 

161 

16.3 

161 

1,1 

159 

157 

1 .3.3 

1.34 

1.32  150 

148 

146 

145 

143 

1,2 

1  11 

1.39 

138 

136 

131  132 

1.31 

129 

127 

125 

1,3 

121 

122 

120 

119 

117  :  115 

11.3 

111 

110 

108 

1,1 

106 

101 

102 

101 

099  097 

095 

093 

092 

090 

1,5 

088 

086 

081 

083 

081  079 

077 

075 

071 

072 

1,6 

070 

068 

066 

065 

063  061 

059 

0.37 

056 

0.34 

1,7 

032 

0.30 

018 

017 

01.3  0 1.3 

011 

039 

0.38 

036 

1,8 

031 

0.32 

0.31 

029 

027  025 

021 

022 

020 

019 

1,9 

017 

013 

011  ' 

012 

OKI  008 

007 

00.3  i 

003  , 

002 

Die  bei  der  Titration  mit  Thiosulfat  erhaltenen  Werte 
werden  zunächst  mit  dem  Titer  multipliziert,  was  den 
wahren  Thiosulfatwert  ergibt.  In  der  Tabelle  sind  die 
(dukosewerte  angegeben,  welche  den  Thiosulfatzahlen 
entsprechen,  wobei  unter  (dukose  die  gesamte  reduzierende 
Substanz  verstanden  wird,  so  dab  auch  im  Leerversuch 
..(dukose“  gefunden  wurde.  Die  O.wdation  der  reduzieren¬ 
den  Substanz  wurde  durch  Ferricyankalium  bewi'kt  und 
die  hiezu  nicht  verbrauchte  Menge  mit  Thiosultat  zurück¬ 
titriert;  aus  diesem  tdund  ist  der  Thiosulfatwert  der 
I.eerprobe  höher  als  der  der  \'ollpnjbe.  Lim  den  Cdukose- 
wert  des  Blutes  zu  erhalten  wird  der  (dnkosewert  de> 
\  olK'ersuches  von  dem  des  Leeiversuches  abgezogen. 
Die  Differenz  ergibt  direkt  die  mg  Glukose  in  1(10  ccm  Blut. 

Beispiel;  Die  Kiiistellung  der  Thiosulfatlösung  mit 
der  Jodatlösung  habe  ergeben,  daß  für  ‘2  ccm  Jodatlösung 
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201  ccm  Tliiosulfatlösung  verbraucht  worden  sind  Die 
lliiosulfatlösung  ist  demnach  etwas  zu  schwach  und  man 
muß.  um  richtige  Werte  zu  erhalten,  die  beim  Zucker- 

\ersucli  verbrauchte  Thiosulfatmenge  mit  =  Q  98 

multiplizieren. 

Es  sei  verbraucht  worden  im  Vollversuch  Oßl  ccm  Da 
diese  Zahl  mit  0,98  (dem  Titer  der  Thiosulfatlösung)  zu 
multip  izieren  ist,  ergibt  sich  als  wahrer  Verbrauch  von 
1  hiosultat  0,()3  ccm.  Aus  der  Tabelle  wird  der  dazu  gehörige 
ert  mit  215  mg  abgelesen.  Im  Leerversuch  .seien  ver¬ 
braucht  worden  1,86  ccm;  diese  Zahl  muß  wiederum  mit 
0,98  multipliziert  werden,  was  1,82  ccm  ergibt.  Der  dazu 
gehörige  Zuckerwert  der  Tabelle  ist  31  mg  Traubenzucker. 
Die  Differenz  215  minus  31  ergibt  den  Gehalt  von  211  mg 
Traubenzucker  in  100  ccm  Blut  oder  0,21 1%.  Die  Ergeb¬ 
nisse  sind  denen  des  Bangschen  Verfahrens  durchaus 
gleichwertig.  Es  sei  darauf  hingewiesen,  daß  man  hier 
den  Blutzucker  in  100  ccm  bestimmt,  nicht  wie  nach  Bang 
m  100  g.  Durch  Multiplikation  mit  0,95  erhält  man  den 
Zuckergehalt  in  100  g. 

Dresel-Rothmann  (Biochem.  Zeitschr.  MG)  haben  die 
Hagedorn-Jensen-Methode  mit  Aufsaugung  des  Blutes 
m  Blättchen  nach  Bang  kombiniert.  Die  in  üblicher  Weise 
mit  Blut  be.schickten  Blättchen  werden  nach  dem  W'iegen 
mit  der  Torsionswaage  sofort  in  die  kolloidale  Zink- 
hydro.xydlösung  überführt,  3  Minuten  gekocht,  und  es 
wird  \’on  da  an  genau  so  verfahren,  wie  cs  für  die  Original- 
Hagcdorn-Jenscn-Methode  angegeben  ist.  Zur  Leer¬ 
bestimmung  werden  leere  Blättchen  in  gleicher  Weise 
behandelt. 

c)  Mikromethode  nach  Polin. 

Prinzip:  Durch  den  Zucker  wird  Eerricyanid  zu  Eerro- 
cytinid  lediizieit,  das  als  Berlinerblau  kolorimetrisch 
bestimmt  wird. 

Keagentien:  1.  Eiiteiwcißungslösung :  20  ccm  Ll'^^ige 
Xatriumwolframatlösuiig  werden  mit  Wasser  auf  ca. 
.)00  ccm  verdünnt,  hiezu  20  ccm  ^  n-H„S(),  (S.  90) 

und  aul  1000  aufgefiillt.  Der  Lösung  werden 
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einige  Tropfen  Tolnol  zngefiigt.  2.  l''enicyani(llösnng :  1  g 
ninki istallisiertes  Ferrieyankalinin  auf  öOO  eein  Wasser 
gelöst,  ö.  ('yanidearbonatlösnng  (sehr  giftig!):  <S  g  Natrintn- 
earlionat,  wasserfrei,  in  Wasser  gelöst,  da/ai  löOeinn 
einer  l%igen  Xatrinnicyanidlosnng,  anf  .ÖOO  eein  auf- 
gefällt.  1.  l''errisulfat-l’li()S]')hatlösung:  (iO  eein  einer 
(lunnniarahic'ninkisnng,  hcrgestcllt  nach  \’orschrift  des 
IT  (1  Teil  gepulvertes  (iunnniarabicum  wird  bei 
Ziminerteinjxnatur  mit  2  Teilen  W'asscr  versetzt,  gut 
geschüttelt  und  nach  Lösung  zur  Klärung  stehcngelasscn), 
weiden  mit  ca.  .lOO  ccm  W  asser  versetzt.  Anderseits  werden 
ög  Ferrisnlfat  [Fe.(S(),).5  ^  J)  H.,0:  in  70  ccm  Pho.sphor- 
sänre  spezifisches  ('rewicht  1,70  tmd  100  ccm  Wdisser  gelöst 
und  zu  der  anderen  Lösung  zugefügt.  Auffüllen  auf  lOOffi). 
ö.  Standard-Stammlösung;  1  g  Traubenzucker  reinst  wird 
ad  .)00  ccm  in  0,2‘’oiger  Bcnzocsätirelösimg  gelöst.  W  ird 
zum  kolorimetrischen  X'ergleich  auf  das  200 fache  bzw. 
lOOtache  \erdünnt.  Die  Verdünnung  a  enthält  im  ccm 
0,01  mg  Fdnkose,  \’erdünnung  b  0,02  mg  Glukose.  Nur 
die  Stammlösimg  ist,  im  Eisschrank  arrfbew'ahrt,  längere 
Zeit  haltbar.  Sie  muß  \on  Zeit  zti  Zeit  kolorimetrisch 
kontrf)lliert ,  aber  wenn  Trübungen  anftreten,  sofort 
verworfen  werden. 

In  ein  Zentrilngenglas  werden  mit  der  Pipette  10  ccm 
Lösung  (1)  abgemessen  und  mm  mit  einer  0, 1 -ccm-Pipette 
arrs  einem  Hhitstiopfen  bis  zur  Marke  Blut  anfgesaugt. 
Xachdem  das  außen  anhaftende  Blut  abgewischt  ist, 
ward  das  Blut  aus  der  Pipette  in  das  Zentrifugenglas  herein¬ 
geblasen  und  die  Pipette  durch  wiederholtes  Aufsaugen 
und  Zuriu'kblasen  der  Lösung  von  den  letzten  l^lutspuren 
gereinigt.  Hiedurch  erfolgt  zugleich  eine  gute  Durch¬ 
mischung.  Der  gebildete  Eiw'eißniederschlag  wird  ab- 
zenti  ifugiert .  Von  der  überstehenrlen  Flüssigkeit  w'erden 
1  ccin  in  ein  graduiertes  Reagensglas  mit  einer  Marke 
bei  2.")  überführt,  dazu  1  ccm  Lösung  (2)  und  1  ccm  Lösung 
(ß)  aus  einer  Bürette  gegeben.  In  ein  anderes  Reagens¬ 
glas  mit  Mai  ke  bei  2.)  werden  1  ccm  der  200mal  \'erdünnten 
Stammlörsimg  (.ö)  gegelnai,  bei  hohem  Zuckergehalt  I  eem 


‘)  .Muü  im  Kisschrank  aufbewahrt  werden. 
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der  auf  das  100 fache  verdünnten  Stammlösnng  und  eben¬ 
falls  je  1  ccm  Lösung  (2)  und  Lösung  (3)  zugefügt.  Der 
Inhalt  beider  Röhrchen  wird  gut  gemischt  und  die  Röhrchen 
für  .S  Minuten  in  ein  siedendes  Was.serbad  gestellt.  Die 
Röhrchen  werden  durch  Einstellen  in  kaltes  Was.ser  ab¬ 
gekühlt,  darauf  zu  jedem  Röhrchen  3  ccm  Lösung  (1)  ge¬ 
geben  und  nach  .')  Minuten  zur  Marke  mit  Wasser  auf¬ 
gefüllt.  Die  blauen  Färbungen  werden  im  Kolorimeter 
in  üblicher  Weise  verglichen. 


Berechnnng:  Bei  Anwendung  der  Vergleichslösung  a 

ergibt  sich  der  Zuckergehalt  der  Blutprobe  zu  0,1  •  °/ _ 

s 

1  ccm  \'ergleichslösung  enthält  0,01  mg  Glukose,  1  ccm 
der  Bluthisung  entspricht  0,01  ccm  Blut  — ,  bei  Anwendung 

von  Vergleichslösung  b  zu  0,2-  wo  .s,  die  Schicht¬ 

decke  der  \"ergleichslösung,  s  die  Schichtdecke  der  Ver¬ 
suchslösung  bedeutet. 


Beispiel;  Angewandt  Vergleichslösung  a,  Höhe  der 
Schicht  der  Versuchslösung  (s)  30,  der  Schicht  der 

\  ergleichslösung  (sj)  33.  Der  Blutzuckergehalt  beträgt 
33 

oder  0,11  g  in  100  ccm. 


Durch  diese  neue  Methode  wird  das  alte  \'erfahren 
nach  Folin-Wn  in  der  Regel  entbehrlich  sein.  Es  wird 
nur  noch  da  Anwendung  finden,  wo  man  im  Rahmen 
der  Folin-Wuschen  Methodik  nach  Enteiweißung  mit 
Wolframsäure  die  verschiedenen  Blutbestandteile  bestimmt 
und  dafür  sogleich  eine  größere  Menge  Blut  enteiweißt. 
Da  der  Blutzucker  aber  beim  Stehen  des  Blutes  sehr  schnell 
abnimmt,  muß  man  die  Enteiweißung  sofort  nach  der 
Entnahme  ausführen,  wenn  die  Werte  des  Blutzuckers 
genau  .sein  sollen.  Man  wird  schon  aus  diesem  Grunde 
die  Bestimmung  des  Blutzuckei'S  nur  in  seltenen  Fällen 
zusammen  mit  der  der  anderen  Stoffe  ausführen.  Es 
wird  darum  auf  die  Wiedergabe  der  Methode  hier  ver¬ 
zichtet  und  auf  ihre  Darstellung  in  der  1.  Auflage  der 
Mikromethodik  S.  122  verwiesen. 


Bestimmung  der  Milchsäure'). 

a)  Kolorimetrische  Methode. 

l’rinzi]i;  Blut  wird  mit  iMetaphospliorsäui e  cntciwcidt . 
Aus  der  eiweißfreien  Lösung  werden  die  Kohlehydrate 
durch  Kupfer-Kalkfallung  entfernt  nnd  in  tler  znckei- 
freien  Lösung  die  Milchsäure  durch  heiße  konzentrierte 
Schwefelsäure  in  .Acetaldehyd  übergeführt.  Die  auf  Zusatz 
von  \  eratrol  gebildete  Rotfärbung  wird  kolorimetrisch 
gegen  eine  auf  gleiche  Weise  behandelte  Milchsänrelösung 
bekannten  Gehaltes  oder  eine  empirisch  hergestellte  \’er- 
gleichslösnng  bestimmt . 

Lrforderliche  Keagentien:  l.  Metaphosphorsäurc, 
wäßrige  lO^oige  Lösung,  aus  glasiger  Phosphorsäurc  (Kahl¬ 
baum)  herzustellen  (2  Tage  haltbar).  2.  Knpfersulfatlösnng 
kaltgesättigt.  3.  Calcinmhydro.xyd  zur  Analyse.  L  Kon¬ 
zentrierte  Schwefelsäure  zur  Analyse  wasserfrei,  frei  von 
Nitrit  (von  Kahlbanm  wirdeine  konzentrierte  Schwefelsäure 
pro  analysi  acidi  lactici  geliefert).  Die  Schwefelsäure  muß 
folgende  Bedingung  erfüllen:  wird  zn  3  ccm  0,1  ccm 
einer  0,125%igen  \Tratrollösnng  (6)  zngefügt,  so  darf  sich 
die  Schwefelsäure  nicht  in  einigen  Minuten  gelbgrün  färben. 
Es  ist  darauf  zu  achten,  daß  die  Schwefelsäure  in  sorgfältig 
verschlossener  Flasche  gehalten  wird,  da  sie  sonst  Was.ser 
anzieht  und  unbrauchbar  wird.  .5.  Milchsäure- Vergleichs¬ 
lösung:  0,8113  g  im  Exsikkator  getrocknetes,  wasserfreies 
Zinklaktat  werden  auf  1000  ccm  Wasser  gelöst.  Diese 
Lösung  enthält  in  1000  ccm  0,6  g  Milchsäure:  sie  ist  znm 
Ciebrauch  auf  das  10 fache  zu  verdünnen-).  6.  Wratrol- 
lösung  (modifizierte  Darstellung  nach  Lohmann)  0,125  ccm 
\cratrol  werden  in  ungefähr  5  ccm  absolutem,  aldehyd¬ 
freiem  Alkohol  gelöst  und  mit  Wasser  auf  100  aufgefüllt. 

Ausführung  der  Methode:  Das  Blut  wird  mit  LIilfe  einer 
Spritze  aus  der  ungestauten  Vene  entnommen,  wobei, 
wenn  nicht  unter  anderen,  bestimmten  Bedingungen  unter¬ 
sucht  werden  soll,  darauf  geachtet  werden  mnß,  daß  der 
Patient  nüchtern  und  mindestens  ^  Stunde  \orher  ganz 

*)  Nach  Mendel-tioldscheiüer. 

-)  Bei  geringen  .Milchsäureinengen  verdünnt  man  die  Standard¬ 
lösung  auf  das  20fache  und  setzt  bei  der  Berechnung  Cj  =  :t0  mg 


ohne  körperliche  Arbeit  gewesen  ist.  Das  ist  ebenso  bei 
Tieren  zu  beachten.  Z.  B.  geben  die  Zappelbewegungen 
beim  Töten  eines  Tieres  grobe  Fehler.  Die  Tiere  müssen 
daher  betäubt  werden ;  Injektion  einer  Lösung  von  Mor- 
phin-HCl  dO  Mm.  vor  Entnahme  hat  sich  für  die.sen  Zweck 
gut  bewähit.  1  ccm  Blut  wird  in  ein  Reagensglas,  das 
beem  destilliertes  Wasser  enthält,  schnell  hereingegeben, 
gemischt  und  unmittelbar  1  ccm  Metaphosphorsäurc- 
losiing  (1)  hinzugefügt  (alle  IVIengen  genau  abmessen!).  Es 
wird  kräftig  umgeschüttelt  und  nach  einigen  Minuten 
diiich  ein  Faltenfilter  abfiltriert.  Es  ist  zweckmäßig,  den 
ersten  Tropfen  des  Filtrates  in  eine  20°(,ige  Siilfosa’licyl- 
säiirelösung  ein  fallen  zu  lassen,  um  gleich  zu  sehen,  ob 
die  Enteiweißung  vollständig  ist:  sonst  wird  nochmals 
auf  das  Filter  zurückgegossen.  Schneller  geht  die  Ver¬ 
arbeitung  mit  nachfolgendem  Zentrifugieren,  wobei  man 
natürlich  das  Blut  sofort  in  ein  mit  0  ccm  W'asser  be¬ 
schicktes  Zentrifugenglas  hineingibt.  Von  der  eiweiß- 
heien  überstehenden  bzw.  filtrierten  Lösung  werden  1  ccm 
in  einem  kleinen  Zentrifugenglas  mit  1  ccm  Kupfersulfat - 
lösung  (2)  (diese  Mengen  genau  abmessen  1)  und  ca.  1  g 
Calciumhydroxyd  (3)  versetzt,  und  unter  wiederholtem 
Umschütteln  30  Minuten  stehengelassen.  Nach  dieser 
Zeit  wird  zentrifugiert. 

Von  der  nunmehr  klaren  überstehenden  Lösung,  die 
absolut  zuckerfrei  .sein  muß  (Probe:  werden  unter  Schütteln 
in  Eis  zu  .1  ccm  konzentrierter  Schwefelsäure  tropfenweise 
0,5  ccm  der  auf  Zucker  zu  prüfenden  Lösung  zugefügt, 
das  Cremisch  dann  einige  Minuten  in  siedendem  VV  asser 
erhitzt  und  nach  Abkühlen  in  Eis  0,1  ccm  einer  Veratrol- 
lösiing  ((3)  zugefügt,  so  darf  sich  keine  Kotfärbiing  ent¬ 
wickeln),  werden  mit  der  Pipette  0,5  ccm  abgehoben  und 
in  ein  mit  Schwefelsäiirebichromat  und  destilliertem 
Wasser  gereinigtes,  absolut  trockenes  Keagensglas  ein¬ 
gebracht.  Das  Keagensglas  wird  in  eine  Eislösung  ein¬ 
getaucht  und  unter  Schütteln  3  ccm  Schwefelsäure  (1) 
tropfenweise  zugesetzt.  Darauf  wird  die  Flüssigkeit  genau 
1  Minuten  in  ein  siedendes  Wasserbad  eingebracht  und 
sofort  in  Eiswasser  gekühlt.  Zur  Kontrolle  wurden  2  ccm 
der  auf  das  10 lache  \'erdünnten  Milchsäurelösung  (5)  mit 


1 

12  ccm  Schwcfclsiimc.  unter  iuskühlung  tr()i)fen\vcise  ver¬ 
setzt  und  zu  i^deicher  Zeit  mit  der  l’robe  in  siedendt's  W'assei 
und  von  da  in  l*.is\vasser  it;ebracht.  (Die  Lösnii!^  muB  x  tillie; 
\  oTU  \\  assi'i  muspült  sein.)  Xaclulem  die  iK'iden  I.bsuntten 
\'ollständiij[  aligekiihlt  sind,  wird  zu  der  Wrsuclislösimtt 
(t.l  ccm,  zu  der  V’erpdeichslbsunf^  0,1  ccm  WMatrollösung  (b) 
(diese  Mengen  genau  abmessen!)  zugegelicn,  beide  (diiser 
zur  \  erteilung  des  \  eratrols  kräftig  geschüttelt  und  im 
Wasserbad  von  20"  genau  20  Minuten  stehengelassen. 
Nach  dieser  Zeit  wird  die  \  ergleiclislösung  in  den  Keil, 
die  \  ersuclislösuug  in  den  rro,g  des  Autenrietli-Kolori- 
meters  eingcfüllt  und  unmittelbar  die  kolorimctrische 
Ablesung  angeschlossen. 

Die  Berechnung  geht  davon  aus,  daß  die  Wrgleichs- 
losung,  bei  Berücksichtigung  der  im  Blute  vorgenommenen 
10%igen  Wndünnung,  bO  mg  Milchsäure  auf  100  ccm 
Blut  entspricht. 

Auf  (jiiind  der  wiederholt  gebrauchten  Formel  berechnet 
sich  der  Milchsäuregehalt  im  Blut  zu 

c  -  bO  mg  •  in  100  ccm, 
s 

wobei  Si  die  Schichtdicke  der  \'ergleichslösung  (im  Auten- 
rieth-Kolorimeter  also  100  —  abgelesene  Zahl)  und  s  die 
Schichtdicke  der  \'ersuchslösung,  im  Autenrieth-Kolori- 
meter  also  100  bedeutet. 

Beispiel:  Die  Aldesiing  im  Aiitenrieth-Kolorimeter  sei 
für  Farbenglcichheit  bO.  Dann  wäre  die  wahre  Schicht¬ 
dicke  100  -  bO  10.  Der  Milchsäuregehalt  in  100  ccm 
Blut  ist  dann  also 

bO  mg  multipliziert  •  21  mg  in  100  ccm 

oder  21  mg%  Milchsäure. 

Mendel  und  (ioldscheider  empfehlen  für  den  Keil  eine 
empirisiiie  Füllung,  die  aus  einer  verdünnten  alkoholischen 
Carbolfuchsinlösung  besteht,  zu  der  1  Tropfen  einer  stark 
xerdünnten  Lösung  von  Orange  O  zugefügt  worden  ist. 
Die  Lösung  ist  am  besten  so  zn  verdünnen,  daß  sie  bei 
einer  Stellung  des  Keiles  bei  0  gleiche  Farbe  zeigt  mit 
einer  in  der  Art  dei'  \'ersnchsiirob(‘  behandeltim  Milch- 

rineussioi.  Mikromctlmdik.  (L  Autl. 
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saurelösunf^,  indem  O..')  ccm  der  lOfacli  verdünnten  Milch- 
sänrelüsnng  (5)  genau  nach  Vorschrift  behandelt  wurden. 
Die  harbung  des  Keiles  entspricht  dann  genau  der  wie 
üben  beschrieben  behandelten  Vcrsuchslösnng  und  wird 
zur  Berechnung  mit  bO  mg%  eingesetzt.  Zweckmäßig 
werden  durch  entsprechende  Verdünnung  der  Standard- 
lösnng  Wrgleichslösnngen  mit  fä  mg%  und  mit  30  mg®,, 
Milchsäure  in  gleicher  Weise  hergestellt  und  eine  Kurve 
angefertigt,  indem  als  Abszisse  die  im  Autenrieth-Kolori- 
meter  gefundenen  Skalenteile,  als  Ordinaten  die  dazu 
gehörigen  Milchsäurekonzentrationen  (mg%)  anfgetragen 
werden.  Ans  dieser  Kurve  kann  man  dann  den  zu  jeder 
•■Ablesung  gehörigen  Milchsäurewert  sofort  entnehmen, 
ähnlich  wie  es  bei  den  für  andere  Zwecke  hcrgestellten 
käuflichen  Keilen  geschieht.  Für  Serien  versuche  ist  die 
Anwendung  eines  solchen,  bei  guter  Paraffinierung  jZ  Jahr 
haltbaren  Dauer-Keils  unerläßlich.  Neuerdings  werden 
auch  für  die  Methode  adaptierte  gefüllte,  geeichte  Keile 
in  den  Handel  gebracht. 

b)  Titrimetrische  Bestimmung')- 

Prinzij:»:  Afilchsäure  wird  in  Acetaldelnal  überführt 
und  dieser  durch  im  td)erschuß  vorhandenes  NaHSO., 
gebunden.  Der  Überschuß  wird  bei  saurer  Reaktion  durch 
J  gebunden,  dann  bei  alkalischer  Reaktion  das  dem  Acetal¬ 
dehyd  entsprechende  NaHSOg  mit  Jodlösung  titriert. 

Erforderliche  Reagentien:  Die  zur  Enteiweißung 
von  Blut  nach  Folin-W'u  erforderlichen  (S.  90),  ferner 

1.  Saures  Mangan-Reagens :  ln  100  ccm  n  .  H.^SO,  werden 

2. )  g  Mangansulfat  gelöst  und  dazu  250  ccm  I  n  .  Na,gSO-, 
Lösunggegeben  (161  g-)  gelöstin2.50ccmWasser).2. NaHSO.,- 
I,ösnng  1%.  3.  n  100  KMnO , -Lösung.  1.  3  10  n-Jodlösnng. 
.).  n,200-Jodlösnng.  6.  Natriumbicarbonat  (Pulver). 
7.  Stärkelösung  1  %  in  gesättigter  Kochsalzlösung.  <S.  Kupfer- 
snlfatlösung  10'^,,.  9.  5'^„igc  Suspension  von  ('a(()H)2  in 
Wasser. 

Zur  Bestimmung  dient  der  in  Fig.  19  dargestellte  Apparat, 
der  an  allen  wichtigen  Stellen  (llas.schliffe  hat.  Der  .\b- 

')  Nach  W.  H.  Wendel,  |l.  of  biol.  Clieni.  102,  I7'l;t3ä. 

-)  N_,S(),  ,  mn/). 


>()ri)ti(Misturni  !•'  hat  l''inzifliuiii;('ii  an  zwei  sciikroclit  ant- 
(.'inander  stclifiKlcn  Khenen. 

Zu  jo  10  ccm  Blutfiltrat  nacli  h'olin-Wu,  ontsprcchond 

1  ccm  Blut  worden  zur  l^intfornnn^"  der  t'dncoso  je  2  ccm 
Kupfeii()snn,e:  ((S)  und 

2  ccm  ('a-Snspension 
(9)  gojLtohon,  gemischt 


und  zentrifugiert.  \'()m 
Zentrifngat  werden  z. 
B.  10 ccm,  entsprechend 
0,7  ccm  Blut  zum  \'cr- 
sneh  , genommen  und  m 
den  Kochkolben  B  cin- 
,gebracht,  dazu  20  ccm 
Wasser  ---  das  ,gesamte 
\’ol  innen  soll  20  bis 
dOc  cm  betragen  ge¬ 
geben  und  etwas  Talk 
zu,gefngt ;  sodann  wer¬ 
den  ccm  Rea.gens  (1) 
herein, gegeben,  ln  das 
KMnO^-Lösung,  in 
2  ccm  Bisnlfitlösung 
und  B  ist  ,geschlossen. 


M;ißr  «Ics  A  pi>;i  r;i  I  rs 

1  Mircluncsst'r  des  KeSer 
vtiirs  A  IBrnm. 

nureliniesser  des  Al)S<»ij» 
ti<insturnies  I''  10  nini. 

1  Mircliiiiesser  des  A!-)snr]> 
lions^^eftißes  1)  2!’)  mm 

Hohe  lies  AhS(.>rptions 
;^et;ißes  1)  105  mm. 


Ahh.  10. 

Reservoir  A  kommen  .")  ccm 
das  Absrirption.sgefäli  D  werden 
eingetüllt.  Der  Hahn  zwischen  .\ 
An  cl  as  obere  Ende  xon  E  wird 


ein  zu  einer  Wasserstrahlpnmiie  führender  Schlauch  an¬ 
gesetzt  und  miiljig  Luft  durch  das  System  gesaugt. 

Nachdem  der  Kühler  C  angestellt  worden  ist,  ward  unter 
dem  Kolben  B  ein  .Mikrobrenner  an, gezündet,  und  dei- 
Inhalt  des  Kolbens  zum  Sieden  erhitzt.  Der  Stopfen 
von  A  ward  soweit  geöffnet,  dalJ  die  Bermanganat-Lösnng 
langsam  eintropft,  h  nter  ständigem  Sangen  wird  20  bis 
oO  Minuten  erhitzt,  dann  der  Biaaima'  fortgenommen,  die 
Saugung  unterbrochen,  indem  der  zur  l’nmpe  führende 
Schlauch  abgenommen  wird,  jetzt  wird  das  .Mxsorptions- 
rohr  E  von  oben  zweimal  mit  je  2  ccm  destilliertem  Wasser 
in  das  (jefäß  D  herein  ansgespült  und  dieses  abgenommen. 
Die  Entfernung  des  freiem  Bisnlfites  geschieht  nach  Zugabe 
einiger  1  ropfen  Stärkelösnng  zunächst  mit  der  stärkeren 
jodlösnng  (1)  bis  kurz  xor  .Xnftreteai  der  bleibemden  Blan- 
ffirbnng,  worauf  mit  der  sehwau  hem  (odlösnng  bis  zum 


S* 
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Lude,  also  bis  zur  grade  l)leibenden  Blaufärbung  titriert 
wird.  Wurde  versehentlich  übertitriert,  werden  einige 
Tropfen  verdünnte  Bisulfitlösung  zugegeben  und  wieder 
bis  zum  Auftreten  der  Blaufärbung  titriert.  Nachdem  auf 
diese  Weise  das  überschüssige  Bisulfit  entfernt  worden 
ist,  wird  durch  Zugabe  von  einer  Messerspitze  Natrium- 
bicarbonat  (ca.  (),;")  g)  die  Lösung  in  D  alkalisch  gemacht, 
wodurch  das  durch  Acetaldehyd  gebundene  Bisulfit  titrier¬ 
bar  wird.  Es  wird  die  nun  wieder  entfärbte  Lösung  mit 
n  200  jodlösung  (5)  bis  zum  Auftreten  der  Blaufärbung 
titriert  und  aus  der  hiebei  verbrauchten  Jodmenge  die 
iMenge  der  Milchsäure  berechnet. 

r^eiechnung:  4,14  ccm  n'200  Jodlösung  entsprechen 
1  mg  :\rilchsäure,  1  ccm  n  200  Jodlösung  also  0,225  mg 
Milchsäure.  Bei  der  Berechnung  ist  zu  berücksichtigen, 
daß  infolge  des  Zusatzes  von  Cu  und  Ca  zu  der  enteiweißten 
Blutlösung  10  ccm  Lösung  0,7  ccm  Blut  entsprechen. 

Beispiel:  Enteiweißt  2  ccm  Blut.  Zu  10  ccm  Blut¬ 
bitrat  je  2  ccm  Lösung  8  und  9  zugegeben.  \'om  Zentri- 
fugat  10  ccm  —  (),/  ccm  Blut  zum  Versuch.  \  erbraucht 
bei  ditiation  bei  alkalischer  Reaktion  (der  Jodverbrauch 
bei  saurer  Reaktion  ist  völlig  gleichgültig)  0,65  ccm  Jod¬ 
lösung.  Es  sind  also  in  0,7  ccm  Blut  enthalten  0,65  x  0,225 
-  0,146  mg,  in  100  ccm  Blut  20,9  mg  Milchsäure. 

Bestimmung  der  Acetonkörperi). 

Prinzip:  Aus  enteiweißtem  Blut  wird  getrennt  einer¬ 
seits  präformiertes  Aceton  und  Aceton  aus  Acetessigsäure 
und  anderseits  Aceton  aus  Ü.xybuttersäure  destilliert 
und  das  Aceton  jodometrisch  bestimmt. 

Erforderliche  Reagentien:  1.  Natriumwolframat , 
10%;  2.  Schwefelsäure  ^/.j  n;  3.  Schwefelsäure,  verdünnt 
(20  ccm  konz.  H.,S04  werden  auf  100  ccm  verdünnt); 
4.  Bichromatschwefelsäure  (2  g  Kaliumbichromat  1-  20  ccm 
konzentrierte  Schwefelsäure  werden  mit  Wasser  atif  100  ccm 
verdünnt);  5.  Natronlauge,  ßS'Voig;  6.  n  400  Jod- 
lösung;  7.  ip  lOO  Thiosulfatlösung;  8.  Stärkelösung,  l%ig. 


')  Z.  T.  nact)  Kngft'ldt. 
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.H  ,)  ccm  unter  Zusatz  xon  Kaliumoxalat  un^ci innl)ar 
gemachtes  I^lut  (s.  S.  hO)  werden  in  (U'r  S.  hO  bescliriel)enen 
Art  enleiweißt  und  filtriert.  Zur  Destillation  des  h'iltrates 
benutzt  man  den  für  die  Bestimmung  des  Acetons  im 
Harn  (S.  öl)  beschriebenen  Apjxirat.  20  ccm  des  h'iltrates, 
entsprechend  2  ccm  Blut,  werden  in  den  Destillations¬ 
kolben  eingefüllt  und  1  ccm  der  Schwefelsäure  hinzu¬ 
gefügt.  Die  Auffangegefäße  werden  beschickt  mit  je  2  ccm 
Jodlösung  und  2  ccm  konzentrierter  Natronlauge.  Nachdem 
die  \  erbiudungen  fest  hergestellt  sind,  wird  unter  direktem 
Lrhitzen,  wenn  nötig,  unter  Ergänzung  des  verdampften 
Wassers  durch  den  Trichter,  ein  starker  Luftstrom  durch¬ 
gesaugt,  der  während  einer  Dauer  von  2ö  Minuten  unter¬ 
halten  wird  und  das  gesamte  Aceton  (präformiertes  und 
aus  Acctessigsäure)  aus  der  Lösung  mitreißt.  Nach  Be- 
emligung  werden  die  Auffangegefäße  abgenommen,  gut 
\crschlossen  und  15  Minuten  stchengelasscn.  ln  diesen 
(lefäßen  hat  das  freie  sowie  das  aus  Acetessigsäurc  ent¬ 
standene  Aceton  Jodoform  gebildet.  Man  schließt  nun 
an  den  Apparat  zwei  andere  Vorlagen  an,  welche  genau 
in  der  gleichen  W'eise  mit  Jodlösung  und  Natronlauge 
beschickt  sind,  ln  das  aut  seinem  Platze  gebliebene 
Destillationsgcfäß  werden  durch  den  Trichter  in  vier  Por¬ 
tionen  in  gleichmäßigen  Zwischenräumen  im  ganzen  10  ccm 
Bichromatschwefelsäure  zugesetzt  und  dabei  unter  Lr¬ 
hitzen  weitere  25  Minuten  lang  destilliert.  Das  dabei 
übergehende  und  Jodoform  bildende  Aceton  ist  aus  ß-Ox\- 
buttersäure  gebildet.  Man  läßt  auch  diese  Aufnahme¬ 
gefäße  15  Minuten  lang  stehen. 

Zui  litiation  wird  in  das  eine  Aultangegefäß,  dem  man 
den  Inhalt  des  anderen  der  gleichen  Operation  zugefügt 
hat,  etwas  über  3  ccm  Schwefelsäure  (ß)  gefügt,  so  daß 
die  Lösung  deutlich  sauer  und  durch  Jodausscheidung 
bräunlich  gefärbt  ist.  Man  fügt  einige  Tropfen  Stärke¬ 
lösung  dazu  und  titriert  mit  n'KH»  Thiosulfatlösung  bis 
zur  Larblosigkeit  in  der  wiederholt  beschriebenen  WT'ise. 

Die  Menge  des  Acetons  berechnet  sich  daraus,  daß  1  ccm 
, (1,1  Normal-Jodlösung  0,102  l  mg  (leamtaccäon  entspricht. 
Da  zui'  Bestimmung  2  ccm  Blut  angewendet  woi'den  waren 
(20  ccm  l'iltrat),  so  wird  die  Menge  Aceton  in  1  ccm  durch 


11« 


.Multiplikation  der  f<cfundcnen  Zahl  mit  (),()öl‘i  in  mf^ 
erhalten  bzw.  mit  5,12  auf  100  ccm  Blut.  (Die  Multiplika¬ 
tion  mit  der  Zahl  0,1021  mg  statt  0,0967  mg  erklärt  sich 
daraus,  daß  man  cs  mit  einer  Mischung  von  präformiertem 
.\ceton  und  Aceton  aus  Acetessigsäure  zu  tun  hat.)  Das 
zweite  Destillat  enthält  nach  den  Vei-suchen  von  Engfeldt 
eine  Ausbeute  von  69,2%  Aceton  aus  Oxybuttersäure, 
so  da(3  1  ccm  \  j^on  Normal-Jodlösung  0,25  mg  Oxybutter¬ 
säure  entspricht. 

Beispiel:  Es  seien  voigelegt  für  die  Bestimmung  des 
Cresamtacetons  (präformiert  und  aus  Acetessigsäure)  f,0  ccm 
jodlüsung,  zum  Zurücktitrieren  verbraucht  .‘3,2  ccm  Thio- 
sulfatlösung,  verbrauchte  Jodlösung  demnach  0,8  ccm. 
Das  in  der  destillierten  Blutmenge  (2  ccm)  enthaltene 
Aceton  wür  de  sich  also  zu  0,8  •0,1024,  also  zu  0,0819  mg 
Aceton  berechnen,  die  Menge  des  Gesamtacetons  (prä- 
formiertes  und  aus  Acetessigsäure)  in  100  ccm  also  zu 
1,095  mg.  Zur  Bestimmung  des  .Acetons  aus  /9-Oxybutter- 
säure  seien  ebenfalls  4  ccm  Jodlösung  vorgelegt,  zum 
Zirrücktitrieren  seien  2,8  ccm  Thiosulfat  verbrarrcht.  Die 
Differenz  1,2  ■  0,25  mg  --  0,:3  mg  entspricht  der  Menge 
Oxybuttersäure  in  2  ccm  Blut,  in  100  ccm  Blut  sind 
15  mg  /^-Oxybuttersäure  enthalten. 

Zur  Bestimmung  der  Gesamtacetonkörper  des  Bhrtes 
zusammen  (präformiertes  .Aceton,  .Acetessigsäure,  Oxy¬ 
buttersäure)  erfolgt  die  \'orbeieitung  in  der  gleichen  Weise 
wie  oben  beschrieben.  Die  Destillation  erfolgt  sofort  nach 
Zusatz  der  Bichromatschwefelsäure.  F'ür  die  Berechnung 
ist,  wenn  man  alle  .Acetonkörper  als  .Acetessigsärne  arrs- 
drücken  will,  die  Menge  des  nicht  verbiarrchtcn  Jods  nach 
Irngfeldt  mit  0,22  mg  zrr  multiplizieren. 

Beispiel;  \ürgelegt  wurden  4  ccm  Jodlösung,  ver- 
braircht  zur  Titration  2,4  ccm  l'hiosirlfatlösrrng,  verbrarrchte 
Jodlösung  1,6  ccm.  lu  2  g  Blut  sind  enthalten  1,6  x 
X  0,22  rüg  0,;352  mg  .Acetonkörper,  in  1  ccm  Bhrt  also 
0,176  mg,  in  100  ccm  17,6  mg  .Acetonkörper  berechnet 
als  Acetessigsäure. 

Irs  ist  rroch  möglich,  bei  der  anfangs  beschriebeneir 
.Methode  das  als  solches  vorhandene  von  dem  aus  .Acet¬ 
essigsäure  gebildeten  .Aceton  dadurxh  zrr  tiemren,  daß 


man  zunächst  ohne  Erwärmen  destilliert  (prä formiertes 
Aceton)  und  dann  das  Aceton  aus  Acetessigsäure  nach 
Wechseln  der  \'orlage  und  Erwärmen  der  angesäuerten 
Lösung  überdestilliert.  (N’gh  auch  bei  Harn  S.  öö.)  An¬ 
stellung  eines  Leerversnches  ist  unerläßlich. 

Bestimmungen  der  Fettkörper. 

\’or bemer kung.  Die  meisten  Mikro-Eettbestimmimgen 
beruhen  auf  der  Reduktionswirkung  der  Fette  gegenülter 
('hromsänre.  Diese  Reaktion  ist  außerordentlich  empfind¬ 
lich;  Täuschungen  sind  leicht  durch  andere  reduziereitde 
Substanzen,  vor  allem  auch  durch  den  (iefäßen  anhaftende 
Fettspuren  möglich.  Fis  ist  daher  unbedingt  erforderlich, 
daß  alle  für  diese  Methoden  gebrauchten  Gefäße  absolut 
rein,  am  besten  durch  heiße  Bichromat-Schwefelsäure 
sorgfältig  von  allen  organischen  Substanzen  befreit  sind. 
Man  läßt  die  Gefäße  in  der  Bichromat-Schwefelsäure 
stehen :  erst  zum  \'ersuch  nimmt  man  sie  heraus,  spült 
sie  mit  destilliertem  Wasser  gut  aus  und  trocknet  sie  im 
Trockenschrank  bei  100“. 

a)  Bestimmung  des  Gesamtfettes. 

Prinzip:  Das  mit  Salzsäure  behandelte  Blut  wird  mit 
Äther  extrahiert  und  im  gewaschenen,  abgedampften  Äther- 
e.xtrakt  oxvdometrisch  das  F'ett  bestimmt. 

N  ü  t  w e  n  d  i  g  e  R  e  a  g e  n  t  i  e  n :  1 . 1  %  ige  Natronlauge ,  ‘2.  Nor¬ 
malnatronlauge,  ß.  Normalschwefelsäure,  1.  n  10  ('hrom- 
säurelösung  mit  Schwefelsäure,  hergestellt  durch  Auf¬ 
lösen  von  1,90<S3  g  Kaliumbichromat  in  Wasser,  Zugabe 
von  10  ccm  konzentrierter  Schwefelsäure  und  Auffüllen 
auf  1000  ccm.  5.  Äther  puriss.  0.  Salzsäure,  konzentriert: 
1,19.  7.  Konzentrierte  Schwefelsäure.  8.  Jodkalilösung: 

ü%ig.  9.  Thiosulfatlsöung:  ^/'k,  normal.  10.  Stärkelösnng: 

1  ig- 

Mit  einer  genauen,  0,1  ccm  fassenden  Pipette  wird 
dieses  yuantum  Blut  aus  der  F'ingerbeere  entnommen 
und  quantitativ  in  ein  mit  Kaliumbichromat  und  Schwefel¬ 
säure  gereinigtes  und  nach  ,\bspülen  mit  destilliertem 
W  asser  sorgfältig  getrocknetes  Reagensglas  überführt. 
-Man  gibt  ß  ccm  konzentrierte  Salzsäure  hinzu  und  stellt 
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/2  ^tunde  in  cm  siedendes  Wasserbad.  Man  läßt  abkühlen 
xeidimnt  die  Losung  mit  5  ccm  Wasser  und  überführt  sie 
(luantitativ  m  einen  ungefähr  hü  ccm  fassenden  Scheide- 
tiichter  von  langer  schmaler  Form,  spült  das  Reagensglas 
noch  2  mal  mit  zusammen  5  ccm  Wasser  aus  gibt  diese 
auch  m  den  Scheidetrichter  hinein.  Man  bringt  in  das 
Reagensglas  10  -12  ccm  Äther  und  gießt  diese  nun  auch 
in  den  Scheidetrichter.  Jetzt  wird  2—3  Minuten  tmt 
ausgeschuttelt.  Sollte  beim  Stehenlassen  sich  die  ätherische 
-c  icht  schlecht  von  der  wäßrigen  trennen,  indem  sich 
an  der  Grenze  ein  ziemlich  beständiger  Schaum  bildet,  so 
laßt  man  zunächst  die  Hauptmenge  der  klaren  wäßrigen 
Schicht  ab  und  bläst  dann  mit  einer  kleinen  Pipette  Luft 
duich  die  Flüssigkeit  durch,  indem  man  die  Pipette  mit 
ihier  Spitze  dicht  unter  die  Trennungsschicht  führt  Ist 
die  Grenze  nun  scharf  geworden,  so  läßt  man  die  wäßrige 
Losung  möglichst  vollkommen  ab,  stellt  sie  zur  Seite  und 
gibt  nun  zu  der  im  Scheidetrichter  zurückgebliebenen 
ätherischen  Lösung  ungefähr  10  ccm  Wasser.  Man  .schüttelt 
mit  diesem  (zur  Entfernung  eventueller  Spuren  von  Salz¬ 
säure)  durch,  läßt  clie  wäßrige  Schicht  wieder  ab  und 
gießt  nun  durch  die  obere  Öffnung  des  Scheidetrichters 
die  ätherische  Lösung  in  einen  kleinen  Erlenmeyerkolben 
von  2occm  Inhalt.  Die  vorher  abgelassene  wäßrige 
Lösung  einschließlich  des  Waschwassers  wird  noch¬ 
mals  im  Scheidetrichter  mit  10  ccm  Äther  tüchtig  aus¬ 
geschüttelt,  die  wäßrige  Schicht  abgelassen,  die  zurück- 
bleibende  ätherische  Lösung  ebenfalls  mit  5  ccm  Wasser 
gewaschen,  das  \\hisser  wieder  abgelassen  und  die  Äther¬ 
lösung  in  den  Erlenmeyerkolben  zu  der  anderen  getan. 
•Man  erwärmt  jetzt  auf  einem  elektrischen  Sandbad,  bis 
der  Äther  vollständig  entfernt  ist,  läßt  kurz  abkühlen, 
gibt  dann  1  ccm  P'^ige  Natronlauge  dazu  und  mischt 
durch  leichtes  Schütteln  gut  um. 

.Man  gibt  genau  2  ccm  Chromsäurelösung  und  ,')  ccm 
konzentrierte  Schwefelsäure  zu  und  läßt  '/,  Stunde  lang 
stehen.  Sollte  eine  vollständige  Reduktion  der  Chronr- 
säiire  eingetieten  sein,  was  sich  durch  rein  grüne  hiirbung 
zeigt,  gibt  man  noch  eine  genau  gemes.sene  Mcmge  nach, 
llienach  ülierführt  man  die  Lösung  (piautitati\'  unter 


\'er\vcn(lung  von  löOccni  Wasser  in  einen  groUen  ICiien- 
ineyerkolben,  fügt  1  ccm  (20  Tropfen)  Jodkalilösnny,  nach 
l'mschütteln  ferner  .'n'rojden  Stärkelösnnf^  hinzu  nnd  titriert 
ans  einer  Mikrobiirette  bisznr  h2ntfärbnng.  bzw,  hditstehnipy 
eines  leicht  pünlichen  Tones  mit  n  10  Thiosnlfatlösnny. 

Neben  der  \’ollbestimmnng  mn(3,  wenif^stens  einmal 
am  Tage,  eine  Leerbcstimmnng  ansgefiihrt  werden,  in¬ 
dem  die  znr  Verwendung  kommende  Menge  Äther,  die 
ebentalls  im  Scheidetrichter  mit  destilliertem  Wasser  ge¬ 
waschen  wurde,  auf  dem  elektrischen  Hadc  abgedampft 
und  dann  wie  eine  richtige  Probe  behandelt  wird.  Es 
ergibt  sich  hier  auch  bei  sehr  reinen  Substanzen  stets 
eine  gewisse  Reduktion. 

Die  Berechnung  gründet  sich  darauf,  daß  1  mg  Fett 
znr  Oxydation  2,15  ccm  n  10  Chromsänrelösnng  verbraucht. 
Die  Menge  der  zur  Oxydation  zugesetzten  Chromsänrelösnng 
abzüglich  der  angewandten  Thiosulfatlösnng  entspricht  der 
Oxydation  des  hettes.  Dieser  Wert  ist  aus  dem  (rben 
angegebenen  Grunde  durch  2,15  zu  di\idiercn,  woraus 
sich  die  mg  Fett  in  der  angewandten  Menge  (0,1  ccm) 
Blut  ergeben.  \  on  dieser  Zahl  ist  die  auf  gleiche  Weise  zu 
berechnende  des  Kontrollversuches  abzuziehen. 

Beispiel:  Fs  seien  angewandt  0,1  ccm  Blut;  es  seien 
^'^^^•^yeben  worden  2  ccm  ('hromsänrelösnng,  znm  Znrück- 
titrieren  seien  verbraucht  worden  0,96  ccm  n  10  Thio- 
snlfat.  Die  Reduktion  des  Fettes  entsprach  also  dem 
\  erbrauch  von  2,0  (),9() —  1,01  ccm  n  10  Chromsänre¬ 

lösnng.  Diese  Zahl  dividiert  durch  2,15  ergibt  0, 125  mg 
I'ctt.  Der  zugleich  angestellte  Kontrollversuch,  bei  welchem 
nur  1  ccm  (  hromsänrelösnng  zugegeben  worden  war,  habe 
\erbraucht  0,.)2  ccm  n  10  l'hiosnlfat.  Die  \'erbrauchte 
t  hromsänre  betrug  also  1,0  0,,)2  0,lß;  entsprechend 

also  0,  hS  di\  idiert  (.Inrch  2,1.)  0,19.)  mg  h'ctt.  Die  Diffe¬ 
renz  0,12.)  0,19.)  0,2ß0  mg  ist  also  die  hettmenge  in 

0,1  ccm  Itlut:  100  ccm  enthalten  also  0,2ß0  g  (hdifO'’;,. 

b)  Bestimmung  nach  Bloor. 

Prinzip:  Das  durch  Extraktion  zunächst  mit  .Äther- 
Alkohol  g(*wonnene  hett  wird  o.xvdometrisch  bestimmt. 


Erfordeilich;  1.  Bichromat-Reagens.  3  g  HgNO.j 
werden  in  ln  ccm  Wasser  gelöst,  anderseits  3  g  Kalinm- 
liichiomat  in  30  ccm  Wasser.  Die  Lösungen  werden  zu¬ 
sammengegossen,  der  Bichromat-Niederschlag  abzentri- 
tugiert,  Flüssigkeit  abgegossen  und  der  Rückstand  2mal 
in  der  Zentrifuge  mit  W'asser  gewa.schen.  Darauf  wird 
er  ohne  besondere  Trocknung  in  500  ccm  konzentrierter 
H2SO,j  gelöst.  2.  Petroläther  für  Fettbestimmungen,  Siede¬ 
punkt  13 — .)()  Grad.  50  ccm  dürfen  beim  Abdampfen 
keinen  Rückstand  geben.  Gewölmlicher  Petroläther  muß 
zur  Reinigung  fraktioniert  destilliert  werden,  wobei  die 
braktion  über  (30  Grad  sofort  verworfen  wird.  Die  niedriger 
siedende  Fraktion  wird  mit  konzentrierter  Schwefelsäure 
durchgeschüttelt  und  der  abgesetzte  Petroläther  nochmals 
destilliert.  3.  Alkohol-Äther.  3  Teile  95%iger  redestillierter 
Alkohol  werden  mit  1  Teil  redestilliertem  Äther  versetzt. 
I.  Natrium-Äthylat.  2—3  g  blankes,  metallisches  Natrium 
werden  vorsichtig  unter  Kühlung  in  100  ccm  absolutem 
Alkohol  gelöst.  Die  Lösung  ist  kalt  und  dunkel  aufzu¬ 
bewahren:  sobald  sie  sich  gelb  färbt,  muß  sie  verworfen 
werden.  5.  n,  10  Thiosulfat-Lösung.  6.  n-Kaliumbichromat- 
Lösung.  7.  l%ige  Lösung  von  löslicher  Stärke.  8.  10°oise 
KJ-Lösung. 

Da  jede  Spur  Fett,  welche  sich  schon  durch  Berührung 
an  den  Glassachen  u.  pp.  festsetzt,  die  Bestimmung  erheb¬ 
lich  stört,  müssen  die  zu  benutzenden  Glasgeräte,  ein¬ 
schließlich  der  Pipetten  und  Büretten,  vorher  gründlich 
mit  Kaliumbichromat  und  Schwefelsäure  entfettet,  sodann 
wiederholt  mit  destilliertem  Wasser  gespült  und  dann 
im  Trockenschrank  getrocknet  werden. 

In  einem  Meßkolbcn  von  50  ccm  mit  (ilasstopfen  bringt 
man  ca.  10  ccm  der  Alkohol-Äther-Mischung  (3)  und  läßt 
in  feinem  Strahl  unter  dauerndem  Rotieren  des  Kolbens 
2  ccm  Plasma  oder  Serum  einfließen,  so  daß  ein  feiner, 
flockiger  Niederschlag  entsteht.  Man  stellt  dann  das 
Kölbchen  in  ein  siedendes  WTisserbad,  läßt  die  Flüssigkeit 
einige  Sekunden  kochen,  läßt  dann  abkühlen,  füllt  mit 
der  Alkohol-Äther-Mischung  zur  Marke  auf,  mischt  nach 
Aufsetzen  des  Stopfens  gut  durch  und  filtriert  die  Lösung 
durch  ein  fettfreies  Faltenfilter. 


\’()n  dein  ICxtrakt  ciiu'  ^(Miicsscnc  Mcnf^e,  bei 

normalem  l'etti^adialt  ln  ccm,  bei  erwartetem  höherem 
h'ettgehalt  entspreehend  weniger,  in  einen  lürlenmeyer- 
kolben  \'on  KtO  ccm,  fügt  dazu  2  ccm  Natrinmäthylat  (1) 
lind  dampft  auf  dem  Wasserbad  ab  bis  der  Alkoholgcrncli 
nahezu  verschwunden  ist.  Der  Rest  des  Alkohols  wird 
durch  Einleiten  eines  leichten  Enftstrnmes  entfernt:  es 
muü  ein  teigiger,  aber  nicht  fester  Rückstand  resultieren. 
Man  fügt  dann  1  ccm  verdünnte  Schwefelsäure  (1  Teil 
konzentrierter  H.,S(),  •  d  Teile  Wasser)  hinzu  uml  erhitzt 
im  Wasserbad  1  Minute  lang.  Zu  der  noch  warmen  Mischung 
fügt  man  10  ccm  Petroläther,  der  hiebei  zum  Sieden  kommen 
muß.  Bei  der  Temperatur  des  kochenden  Wasserbades 
schwenkt  man  leicht  um  und  gießt  dann  die  überstehende 
Flüssigkeit  in  einen  25  ccm  Meßkolben  ab.  Man  wiederholt 
das  Erhitzen  und  die  Extraktion  mehrmals  mit  je  ca.  5  ccm 
Petroläther,  wobei  das  Erlenmeyerkölbchen  gut  ausgespült 
werden  muß  und  gießt  die  P'lüssigkeit  in  den  Meßkolben 
zu  der  ersten.  Man  läßt  dann  auf  Zimmertemperatur 
abkühlen,  füllt  mit  Petroläther  bis  zur  Marke  auf,  ver¬ 
schließt  und  mischt. 

10  ccm  des  Extraktes  gibt  man  in  ein  Erlenmeyer¬ 
kölbchen  mit  Glasstopfen  von  125  ccm  Eassungsraum. 
Man  dampft,  natürlich  nach  Abnahme  des  Stopfens,  vor¬ 
sichtig  im  Wasserbad  ab  nnd  entfernt  den  Rest  des  Petrol¬ 
äthers  durch  einen  schwachen  Luftstrom.  Darauf  gibt 
man  unter  drehendem  Mischen  5  ccm  des  Reagens  (1) 
und  3  ccm  n-Kaliumbichromatlösung  hinzu. 

Neben  dieser  Vollprobe  ist  eine  Leerprobe  angesetzt 
worden,  welche  genau  dieselben  Lösungen  in  genau  der 
gleichen  Konzentration  enthält  wie  die  Wllprobe,  natürlich 
mit  Ausnahme  des  fetthaltigen  Blutextraktes.  Beide 
Kolben  werden  nun  leicht  verschlossen  und  in  einem 
elektrischen  Ofen  von  121  Grad  oder  in  ein  Wasserbad 
von  90  Grad  5  Minuten  eingesetzt,  damit  sie  ungefähr 
die  richtige  Temperatur  annehmen.  Man  nimmt  dann 
heraus,  mischt  die  beiden  Kölbchen  durch  Drehen  gut 
durch,  setzt  die  Stopfen  dann  fest  auf  und  bringt  sie  wieder 
entweder  für  20  Minuten  in  den  elektrischen  Ofen,  oder 
1  Stunde  in  das  Wasserbad.  Man  nimmt  die  Kölbchen 


dann  heraus  und  gibt  sofort,  ohne  vorheriges  Abkühlcn, 
/o  ccm  Wasser  hinzu. 

Jetzt  wird  jedem  Kolben  10  ccm  der  KJ-Lösnng  (8) 
und  einige  Tropfen  Stärkelösung  (7)  zugegeben,  und  unter 
kreisförmiger  Bewegung  mit  n  10  Thiosulfatlösung  (.0) 
bis  zur  Entfärbung  bzw.  zum  Auftreten  einer  hellen,  grün¬ 
blauen  Färbung  titriert. 

Die  Berechnung  gründet  sich  darauf,  daß  1  mg  Ölsäure, 
als  hauptsächlichster  Repräsentant  des  Blutfettes,  durch 
ß,bl  ccm  Bichromatlösung  n/lü  oxydiert  wird.  Die  Menge 
der  in  dei  Probe  vorhandenen  Ölsäure  ergibt  sich  aus 
der  Differenz  zwischen  Leer-  und  \ollprobe,  d.  h.  also 
aus  der  Differenz  (Bichromat  —  Thiosulfat)  in  der  \M11- 
piobc,  abzüglich  der  Differenz  (zugegebenes  Bichromat  - 
zur  Titration  gebrauchtes  Thiosulfat)  in  der  Leerprobe. 

Beispiel:  Wurde  zur  O.xydation  3  ccm  n-Bichromat- 
Lösung  -^ßO  ccm  n  10  Bichromatlösung  verwandt  und 
bei  der  Vollprobe  zum  Zurücktitrieren  21,5  ccm  n  10  Thio¬ 
sulfat  verbraucht,  so  ist  die  Menge  des  zur  Oxydation 
erforderlichen  Bichromats  n  10  5,5  ccm  gewesen.  Ein 
Leei\  ersuch  habe  ziii  Zurücktitrieriing  de.s  zugegebenen 
Bichromates  29,7  ccm  Thiosulfat  verbraucht,  so  daß  also 
hier  0..3  ccm  zur  O.xydation  erforderlich  waren.  5,5  —  0,3  = 
0,2  ccm  n'lO  Bichromat  ist  also  die  zur  O.xydation  der 
Olsäure  verbrauchte  Menge  Bichromat.  Da  1  'mg  Olsäure 
durch  3,01  ccm  n’lO  Bichromat  oxydiert  wird,  so  ist  die 
Menge  der  in  der  Serumprobe  vorhandenen  Olsäure 
0,2:3,01  —  1,11  mg,  wobei  sämtliche  Fettsäure  als  Öl- 
.säure  gerechnet  ist.  Das  Blutserum  war  zuerst  auf  das 
25 fache  verdünnt  worden  und  hievon  15  ccm,  die  also 
0,0  g  Blut  entsprachen,  weiter  behandelt  worden,  ^^)n 
die.ser  Menge  wurden  bei  der  letzten  Manipulation  -  5, 
d.  i.  0,21  g  genommen.  Die  fe.stgestellte  Olsäiiremenge 
fand  sich  also  in  0,21  g  und  dementsprechend  enthielten 
100  g  Serum  000  mg  Olsäure. 

\\  ill  man  nicht  die  hettsäure,  .sondern  den  W  ert  des 
hettes  wis.sen,  so  ist,  wenn  man  das  Fett  als  reines  Olein 
annimmt,  der  erhaltene  hettsäurewert  mit  1,05  zu  multi¬ 
plizieren. 


Will  man  in  (U'rst'llxm  Portion  auch  das  ('holcstc'rin 
bestimmen,  so  verwemlet  man  10  ccm  des  Petrolälher- 
extraktes,  den  man  in  einen  kleinen  Krlenmeyerkolheii 
7,ur  Trockne  alxlamjift,  wie  bei  der  Fettbestimmnnt;  be¬ 
schrieben  wurde.  Nach  dem  Abkühlen  nimmt  man  den 
Rückstand  wiederholt  mit  ('hloroform  aut  und  stellt  nach 
.\bdampfen  des  gröLUen  Teiles  des  Chloroforms,  Fnt- 
wassern  durch  Natriumsulfat,  Filtrieren  durch  gehärtetes 
Filter  uud  Auffüllen  der  Lösung  auf  10  ccm  die  S.  127  be¬ 
schriebene  Reaktion  an. 

Die  .\ufualinie  zweier  oxydometrisehcr  N’erfahren  ergilit  .sich  dar¬ 
aus,  (.laß  die  erste  sich  mir  im  Laboratorium  besonders  gut  bewährt 
hat,  während  an  anderen  Stellen  sich  die  Hloorsche  .Methode 
besonderer  B(diebthcit  erfreut. 

c)  Nephelometrische  Fettbestimmung')- 

Prinzip;  Die  in  einer  wäßrigen  Lösung  des  verseiften, 
extrahierten  Fettes  durch  Zusatz  von  Säure  erzeugte 
Trübung  wird  mit  der  einer  gleichbehandelten  Standard¬ 
lösung  aus  Triolein  im  Nephelometer  verglichen. 

Gebrauchte  Reagentien:  1.  Alkohol-.Uhermischung, 
bestehend  aus  ß  Teilen  redestilliertem,  absolutem  Alkohol 
und  einem  Teil  reinstem  .Xther:  ‘2.  alkoholische  Natronlauge, 
normal:  ß.  verdünnte  Salzsäure  (1  Teil  konzentrierte 
Salzsäure  und  1  Teile  Wasser);  1.  Standard-Oleinlösung; 
200  mg  Triolein  werden  in  der  .\lkohol-.Atheiiösung  (1)  in 
einem  .Meßkolben  von  500  aufgelöst  und  mit  der  gleichen 
Lösung  zur  Marke  aufgcfüllt.  Die  Lösung  enthält  in 
ö  ccm  2  mg  Trioleiu.  Gut  verschlossen  aufbewahren, 
damit  nicht  durch  .\bdunstung  des  Lösungsmittels  die 
Konzentration  zunimmt ! 

In  einen  Meßkolben  von  ßO  ccm,  welcher  ungefähr 
10  ccm  der  Lösung  1  enthält  und  der  rorher  mit  der 
Lösung,  nachdem  der  Stopfen  aufgesetzt  war,  zu  wiegen 
ist,  werden  aus  einer  Spritze  ungefähr  2  ccm  Hhit 
langsam  hereinges])ritzt,  während  der  Kolben  dauernd 
umgeschüttelt  wird.  Bei  der  Linfüllung  des  Blutes  ist 
darauf  zu  achten,  daß  man  das  Köllxdien  nicht  mit  der 
warmen  Hand  anfaßt,  um  .-\bduusteu  \'ou  .Äther  zu  ver- 
meideu.  Der  Stopfen  wird  wieder  aufgesetzt;  der  Meß- 


)  Nach  Hloor. 


kolben  wird  wieder  gewogen  und  so  das  Gewicht  des  zu¬ 
gegebenen  Blutes  festgestellt.  Man  kann  auch  das  Blut 
m  die  alkoholische  Atherlösung  -  (dine  Wägung  --  mit 
einei  Pipette  oder  auch  einer  sehr  genau  gi'aduierten 
Spritze  hcreinbringen  und  bestimmt  in  die.sem  Falle  den 
Fettgehalt  in  dem  gemessenen  Volumen.  Aus  diesem 
kann  man  annähernd  das  Gewicht  durch  .Multiplikation 
mit  1,05  (mittleres  spezifisches  Gewicht  des  Blutes)  be¬ 
rechnen.]  Man  bringt  den  Kolben  in  ein  kochendes 
\\  asserbad  und  läßt  ihn  dort,  bis  der  Inhalt  gerade  zu 
sieden  anfängt,  kühlt  dann  sofort  unter  der  Wasser¬ 
leitung  ab,  füllt  mit  dem  Alkohol-Äthergemisch  bis  zur 
Marke  auf  und  mischt  gut  durch.  Man  filtriert  nun 
schnell  die  Lösung  durch  ein  Faltenfilter  in  ein  trockenes 
Gefäß,  wobei  darauf  zu  achten  ist,  daß  kein  Verlust  an 
Lösungsmittel  durch  Wärme  entsteht.  An  warmen  Tagen 
muß  daher  das  zur  Aufnahme  der  Lösung  benutzte  Gefäß 
in  kaltes  Wasser  gestellt  werden.  Es  ist  darauf  zu  halten, 
daß  alle  diese  ]\lampulationen  bei  einer  gleichbleibenden 
rempeiatni  erfolgen  und  möglichst  schnell  ausgeführt 
werden. 

\on  dem  Filtrat  bringt  man  in  zwei  kleine  Becher¬ 
gläschen  oder  weithalsige  Erlenmeyerkölbchen  von  un- 
.gefähr  oO  ccm  Fassungsraum  einen  aliquoten  Teil  herein. 
Im  allgemeinen  wird  sich  bei  der  Anwendung  \’on  ungefähr 
2  ccm  Blut  1.1  ccm  als  die  richtige  Menge  erweisen.  Man 
fügt  zu  jeder  Probe  2  ccm  der  alkoholischen  Natron¬ 
lauge  (2)  und  läßt  auf  einem  elektrischen  Bade  oder  einem 
Sandbade  die  Mischung  abdampfen,  bis  alles  Lösungs¬ 
mittel  \erdamjift  und  die  \  erseifung  vollzogen  ist. 

Inzwi.schen  hat  man  drei  Kölbchen  von  ungefähr  200  ccm 
Fassungsraum  mit  je  100  ccm  reinem  destillierten  Wasser 
beschickt.  Man  löst  nun  den  Rückstand  in  den  kleinen 
Kölbchen  in  je  .)  ccm  der  .Vlkohol-Ätherlösung  unter 
leichtem  Irrwärmen  aut,  so  daß  nur  noch  einige  Flocken 
des  Natriumhydrats  ungelöst  bleiben,  und  bringt  den 
Inhalt  unter  Umrühren  in  je  eins  der  mit  Wasser  be¬ 
schickten  Kölbchen;  die  kleinen  (iläschcn  werden  durch 
Zurückgießen  \-on  etwas  Lösung  aus  den  großen  Kölb¬ 
chen  noch  einmal  ausges])ült  und  der  Inhalt  wieder  in 


(len  betreffenden  Kolben  zurtickf^ei^^ossen.  (Die  Doppc-b 

.inalyse  enijifielilt  sieh,  um  das  Kesnitat  sicher  zn  f^e- 

stalten.)  In  das  dritte  Kfilbchen  mit  Wasser  gilrt  man 
ö  ccm  der  Standardh'isnng  (1)  herein  nnd  misclit  auch 
dieses  Köllrcltcn  durch  leiclitcs  Umschwenken.  Nach 
une;efähr  b  Minuten  gibt  man  in  jedes  Kölbclien  10  ccm 
der  Salzsäure  (d),  mischt  durch  leichtes  Schütteln  und 

schließt  nach  ö  Minuten  langem  Stehen  den  nejdielo- 
metrischen  Vergleich  an,  der  in  weiteren  b  Minuten  be¬ 
endet  sein  muß. 

Die  Berechnung  gründet  sich  darauf,  daß  in  der 
angewandten  Kontrollösnng  2  mg  Triolcin  enthalten 
sind.  Die  Menge  des  in  der  angewandten  Probe  ent¬ 

haltenen  Fettes  entspricht  also:  2  mg  multipliziert  mit 

— ,  worin  s,  (he  Schichthöhe  der  Wrgleichslösnng,  s  die 

(der  Versnchslösung  bedeutet. 

Beispiel:  Es  seien  durch  Wägung  1  ,<S  g  Blut  fest¬ 
gestellt  worden.  \'on  diesen,  die  zunächst  auf  bO  ccm 
aufgefüllt  waren,  sind  Ib  zur  Analyse  verwandt  worden. 
Die  nephelometrirche  Bestimmung  habe  ergeben  für  s,  dO, 
für  s  10  mm.  Es  berechnet  sich  also  die  Menge  des 
in  den  l.iccm  der  Extraktlösung  befindlichen  Eettes  zu 
1  •  r  ■  •  30 

2  mg  multipliziert  nut  1 ing,  die  Menge  des  in 

den  gesamten  ,)0  ccm  E.xtrakt,  also  der  angewaiulten 

Blutmenge  vorhandenen  Fettes  zu  1  ,b  mal  =  b,0  mg 

1 .) 

Fett.  Da  die  Blutmenge  1  ,(S  g  betrug,  so  ergibt  sich  die 
-Menge  des  Fettes  in  100  g  nach  der  (deichung  1  ,.S  :  b 
100  :  x  zu  27(S  mg  oder  0,27(S"r,. 

Wenn  man  das  Blut  .d:)mißt,  erhält  man  natürlich  die 
Werte  lür  das  betreifende  N'ohimen:  will  man  sic  dariiu> 
auf  das  ('lewicht  umrechnen,  so  muß  man  durch  l.O.b 
di\i(lieren. 

Bestimmung  des  Cholesterins. 

Die  Bestimmung  beruht  auf  der  Farbreaktion  des 
(  holesterins  mit  Irssigsänreaiih vdrid  nnd  Schwefelsäure 


und  dem  kolorimetiischen  Vergleich  mit  einer  bekannten 
Lösung. 

Lrforderliche  Reagentien:  1.  Kalilauge  25%: 
2.  Chloroform;  3.  Natriumsulfat,  wasserfrei;  1.  Essig¬ 
säureanhydrid  (CH3C0)20;  5.  Schwefelsäure  konzentriert; 
fi.  Cholestei  in-\  ergleichslüsung ;  100  mg  (  holesterin  werden 
mit  Chloroform  auf  250  ccm  gelöst.  Zum  Versuch  wird 
diese  Lösung  auf  das  5 fache  mit  Chloroform  (z.  B.  5  ccm 
ad  25  ccm)  verdünnt.  Diese  letztere  Lösung  enthält  2  mg 
in  25  ccm,  sie  entspricht  für  die  angegebenen  5'ersuchs- 
bedingungen  einem  Cholesteringehalt  von  200  mg  in  100  ccm 
Serum. 

1  ccm  Serum  (mit  einer  genauen  Pipette  entnommen) 
werden  in  ein  großes  Jenaer  oder  Pyrex- Reagensglas  ein¬ 
gebracht,  10  ccm  25%ige  Kalilauge  zugefügt,  und  nach 
Umschütteln  das  Reagensglas  in  ein  kochendes  W'asser- 
bad  eingestellt.  Nach  2 — 3  Stunden  langem  Kochen  läßt 
man  abkühlen  und  gießt  dann  die  Mischung  in  einen 
kleinen,  ungefähr  30  ccm  haltenden  Scheidetr-ichter  läng¬ 
licher  Form  hinein.  Man  spült  das  Gefäß  mit  10  ccm 
Chloroform  aus  und  gibt  dieses  ebenfalls  in  den  Scheide¬ 
trichter  hinein.  Man  schüttelt  kräftig  aus,  läßt  sich  die 
beiden  Schichten  trennen  und  läßt  daun  die  untere  Chloro¬ 
formschicht  in  ein  trockenes  Kölbchen  ab.  (\"orher  Stopfen 
abnehmen!)  Zu  der  im  Scheidetrichter  zurückgebliebenen 
Flüssigkeit  gibt  man  ungefähr  8  ccm  Chloroform,  schüttelt 
wieder  gut  durch  und  gibt  das  abgesetzte  Chloroform 
zu  dem  abgelassenen.  Man  wiederholt  die  Prozedur  mit 
ca.  8  ccm  Chloroform  nochmals  und  vereinigt  den 
Chloroformextrakt  mit  den  anderen.  Uhu  die  fast  immer 
trübe  Chloroformlösung  vom  trübenden  Wassergehalt  zu 
befreien,  gibt  man  in  das  Kölbchen  ca.  5  g  wasserfreies 
Natriumsulfat  und  schüttelt  energisch  durch.  Die  so 
wassertrei  gemachte  (  hloroformlösung  wird  durch  ein 
trockenes  hilter  in  ein  trockenes  25-ccm-Meßkölbchen 
filtriert,  das  Kölbchen  mit  etwas  frischem  Chloroform 
nachgewaschen,  dieses  ebenfalls  durch  das  Filter  gegossen 
und  das  Meßkölbchen  mit  Chloroform  bis  zur  Marke  auf¬ 
gefüllt. 


ICs  wird  an  einem  Teil  dieser  natiirlicli  gnl  dnrehzn- 
inisehenden  ('hlnroforinlösnng  die  l^'arhenreakt ion  angestellt. 
Bei  1-tenntznng  des  Antenriethsehen  Kolorimeters,  wo 
die  Wrsnehsldsnng  in  den  Trog  eingefhllt  wird,  genügen 
.')  ecm  t'hloroformlösnng,  bei  Anwendnng  eines  gröberen 
Kolorimeters  werden  im  allgemeinen  ‘20  20  eem  erforder¬ 

lieh  sein.  Die  Mcngein-erhältnisse  für  die  weitere  \'er- 
arbeitimg  sind  entsprechend  zn  nehmen.  Zn  je  ecm 
(  hloroformlösnng  werden  2  eem  Essigsänreanhydrid  und 
b  Trojü'en  konzentrierte  Schwefelsänre  zugegeben  nnd 
tlas  ('icfäb  im  Dunkeln  lö  iMinnten  bei  22-  35  (irad  stehen- 
gelassen.  ln  dieser  Zeit  hat  sich  die  Färbung  ojrtimal 
eniwiekelt.  Znm  \’ergleich  kann  man  entweder  den  füi' 
das  Antenriethschc  Kolorimeter  hergestellten  Farbkeil 
N’erwenden,  oder  —  das  ist  für  den  Lcerkcil  des  Antenriet h- 
schen  Apparates  wie  für  die  anderen  Kolorimeter  erforder¬ 
lich  — ,  man  mnb  zn  gleicher  Zeit  wie  im  Chloroform- 
Blutextrakt  in  der  \’ergleiehslösnng  die  Farbreaktion 
ansführen.  Bei  Benntzung  des  ,,Autcnrieth“  gibt  man  zn 
10  ccm  der  verdünnten  \’ergleichslösnng  1  ccm  Fssigsänre- 
anhydrid  und  Ü  Tropfen  konzentrierte  Schwefelsänre. 
Benutzt  man  Kolorimeter  mit  größerem  hassnngsvermögen, 
mnb  man  entsprechend  gröbeie  Mengen  nehmen.  Die 
Lösung  bleibt  mit  der  anderen  zusammen  15  Minuten  bei 
32  -3.)  (iiad  im  Dunkeln  stehen.  Der  kolorimctrische 
\>rgleich  wird  in  üblicher  W'eise  durchgeführt. 

Die  Berechnung  erfolgt  bei  \Trwendung  des  Auten- 
ricthschen  Kolorimeters  und  des  fertigen  Farbkeiles  durch 
Ablesen  der  Skala  nnd  Anfsnehen  des  entspiechendcn 
Wertes  in  einer  beigegebenen  Tabelle').  Bei  X'erwendnng 
einer  nach  obiger  N'orschrift  angefertigten  Wrgleiehslösnng 
ergibt  sich  für  diese  ein  Cholesteringehalt  von  2  mg  in 
25  ccm.  Bei  Farbengleichheit  bei  gleicher  Schichtdieke  würde 
also  die  \Trsuchslösnng  in  25  ccm,  bzw.  der  darin  enthaltene 
1  ccm  Sernm  (‘benfalls  2  mg  Cholesterin  enthalten,  100  ccm 
Serum  also  200  mg.  Sind  die  Schichtdicken  bei  gleicher 
!-arl)tiefe  \'ersehieden,  so  berechnet  sich  der  Cholcsterin- 

')  Sind  dort  andere  X'erdnnnunj^sverliältnisse  ant'ei-elu'ii ,  so 
sind  (lie  Werte  entsprei  hend  zu  reduzieren 
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wert  nach  der  wiedeiiiolt  angewandten  Formel  c 

s 

Der  Cholesteringehalt  in  100  ccm  Sermn  ist  demnach 
200  mg  mnltipliziert  mit  dem  Quotienten 

Schichtdicke  der  Testlösung 

Schichtdicke  der  Versuchslösung 

hür  stärkere  Cholesterinkonzentrationen  verwendet  man 
eine  Lösung  von  1  mg  Cholesterin  in  25  ccm  Chloroform, 
die  genau  auf  die  gleiche  Weise  behandelt  wird;  man  ver¬ 
dünnt  also  die  Stammlösung  auf  das  Zweieinhalbfache: 
also  10  ccm  Stammlösung  +15  ccm  Chloroform.  Bei  der 
Berechnung  ist  dann  statt  200  mg  100  mg  einzusetzen. 

^Beispiel:  Angewandt  1  ccm  Serum,  Chloroformextrakt 
25  ccm,  behandelt  wie  oben  angegeben,  Vergleichslösung 
2  mg  Cholesterin  in  25  ccm  Chloroform.  Die  kolori- 
metrische  Ablesung  ergibt  für  die  Vergleichslösung  eine 
Schichtdicke  von  20  mm,  füi  die  \  ersuchslösung  eine 
solche  von  25  mm  bei  Farbengleichheit.  Der  Chole¬ 
steringehalt  der  Lösung  ergibt  sich  für  100  ccm  Blut  zu 
20  •  200 

- —  =  160  mg  Cholesterin. 

Der  Cholesteringehalt  des  normalen  Blutes  beträgt 
ungefähr  160 — LSO  mg%. 

Bestimmung  der  Harnsäure^. 

a)  Methode  von  Polin  und  Wu. 

Prinzip;  Harnsäure  wird  in  der  enteiweißten  Blut¬ 
lösung  zusammen  mit  den  Chloriden  durch  Silber  gefällt, 
aus  dem  Niederschlag  die  Harnsäure  durch  HCl-haltige 
Kochsalzlösung  herarrsgelöst  und  mit  Hilfe  des  Folinschen 
Harnsäurereagens  die  freigesetzte  Harnsäure  kolorimetrisch 
bestimmt. 

Nötige  Reagentien:  1.  Zur  Enteiweißung  (Wolfram¬ 
säure)  die  bei  Reststickstoff  S.  90  angegebenen;  2.5%ige 
Lösung  von  Silberlaktat  in  5%iger  Milch.säure;  3.  lO'^oige 

')  Tür  die  diafi;iiosti.sclie  N’erwertiing  der  Harnsäurewerte  beim 
Mensc  hen  (be.sonders  zur  Diagnose  der  Giclit)  soll  der  Patient  [i  Tage 
vorher  purinfrei  ernälirt  sein.  .\m  I.  Tag  ist  das  Blut  nüchtern 
zu  entnehmen. 
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Na(M,(")sunf^  in  n  10  lli  1;  1.  NatriiiincyanidlOsuiif^ 

\’()rsii'lil  !) ;  ä.  Natriumcai  honat lösimi;  ‘i0‘’„ig; 

Xatiiuinsulfitlösung  10‘^,',ig,  7.  Harnsänrcreagens 
nach  Folin:  100  g  Nati  ininwolli  ainat  werden  mit  «SO  ccm 
.Sr)'’„igor  l’liosjdiorsänrc  (s])cz.  (icw.  1,70)  nnd  77)0  ccm 
Wasser  Stmulen  (unter  dem  Abzngel)  \mter  Frsatz  des 
verdampften  Wassers  gekocht,  nach  dem  Abkiihlen  wird 
auf  1  1  anfgefiillt  ;  M.  H  ar  nsä n r est  andar  d  1  ösn  ng.  Durch 
Lösen  von  200  g  Natrinmsnlfit  nnd  Anffiillen  mit  Wasser 
anl  1  1  wird  eine  20%ige  Na2SO;j-Ia)snng  hergestellt,  die 
man  znm  besseren  Absetzen  über  Nacht  stehen  läßt  nnd 
dann  znm  Entfernen  etwaiger  Trübungen  noch  filtriert. 
.Man  löst  100  mg  reinste  Harnsänre  (genau  auf  der  clicmi- 
schen  Whiagc  wiegen)  in  1.)  ccm  einer  0,l%igen  Lithinm- 
carbonatlösnng  nnd  bringt  diese  Lösung  (piantitativ  unter 
Nachspülen  mit  destilliertem  W’asser  in  einen  lOOO-ccm- 
Meßkolben.  Man  gibt  hiezn  noch  ca.  ßOO  ccm  Wasser, 
ferner  .700  ccm  der  20%igen  Natrinmsulfitlösnng  (die  nicht 
gebrauchte  20°oi,ge  Na.,SO.j-Lösnng  verdünnt  man  mit 
der  gleichen  Menge  destillierten  Wassers  und  gewinnt  so 
die  Lösung  Nr.  b)  und  füllt  mit  destilliertem  Wasser  bis 
zur  Marke  auf.  Nach  gutem  Durchmischen  füllt  man 
<lie  Lösung  in  saubere  trockene  Flaschen  von  200  ccm  ab, 
verkorkt  sie  gut  und  überzieht  Kork  und  Flaschenhals 
mit  Paraffin,  indem  man  diese  Teile  in  geschmolzenes 
Paraffin  eintaucht.  Die  so  verschlossene  Lösung  hält  sich 
einige  .Monate;  wenn  sie  znm  Gebrauch  öfter  geöffnet  wird 
-  bei  dieser  Flasche  braucht  man  die  Paraffindichtnng 
nicht  immer  zn  wiederholen  -  bleibt  sie  ungefähr  l  Wochen 
lang  unverändert. 

Man  enteiweißt  mindestens  .7  ccm  Blut  in  der  S.  90 
angegebenen  Weise.  Man  pipettiert  20  ccm  des  Blut¬ 
filtrates  in  ein  großes  Zentrifugenglas  hinein,  fügt  1  ccm 
Silberlaktatlösnng  (2)  dazu,  rührt  gut  um  nnd  zentrifugiert 
.7  10  Minuten  in  einer  gut  laufenden  Zentrifuge.  Durch 

Zusatz  eines  Tropfens  .Äg-Lösung  zu  der  klaren  über- 
■'tehenden  Flüssigkeit  prüft  man,  ob  noch  eine  Fidbmg 
entsteht  -  bejahenden  hailes  weialen  noch  2  ccm  Silber- 
l(")sung  zugegeben,  umgerührt  nnd  nochmals  zentrifugiert. 
Entsteht  keine  h'ällnng  mehr,  was  die  Regel  ist,  so  gießt 
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man  die  überstellende  Flüssigkeit  ab,  was  ohne  Schwierig¬ 
keit  gelingt,  da  der  Niederschlag  fest  am  Boden  haftet. 
Man  fügt  mm  zu  diesem  2  ccm  der  Kochsalzlösung  (3), 
nngefahi  10  ccm  Wasser,  rührt  wieder  gut  um  und  zentri¬ 
fugiert.  Die  Harnsäure  geht  hiebei  in  die  überstehende 
klare  Hüssigkeit.  Man  Iningt  diese  nun.  vom  Bodensatz 
abgießend,  (juantitativ  unter  Nachspülen  mit  destilliertem 
W  asser  in  einen  Meßkolben  von  25  ccm.  Sollte  sich  etwas 
('hlorsilber  ablösen  und  mithereingehen,  so  schadet  dies 
nichts,  da  es  wieder  gelöst  wird.  Man  fügt  mm  noch  hinzu 
I  ccm  Natriumsulfitlösung  (6),  0,5  ccm  Cyannatrium- 
lösung  (1)  —  aus  einer  Bürette  zu  entnehmeip  sehr  giftig, 
darum  nicht  mit  einer  Pipette  aufsaugen!  —  und  3  ceni 
Natriumcarbonatlösung  (5). 

Anderseits  werden  zwei  Vergleichslösungen  hergestellt.  In 
je  einen  Meßkolben  von  50  ccm  Inhalt  werden  eingefüllt 


Standardlösung  (8) 

in  Kolben  a 

1  ccm 

Kolben  b 
2  ccm 

Natriumsulfitlösnng  (6) 

1  ccm 

Kochsalzlösung  (3) 

1  ccm 

1  ccm 

Cyannatriumlösung  (1) 

1  ccm 

l  ccm 

Natriumcar bonatlösung  (5) 

()  ccm 

6  ccm 

Beide  Kölbchen  werden  mit  destilliertem  W'as.ser  aut 
ungefähr  15  ccm  aufgefüllt  und  gut  durchgemischt.  Man 
gdbt  dann  zu  gleicher  Zeit  zu  Kolben  a  und  b  je  1  ccm. 
in  das  25  ccm  Kölbchen,  welches  die  Wrsuchslösung 
enthält,  0,5  ccm  Harnsäurereagens  (7),  mischt,  läßt  10  Mi¬ 
nuten  stehen,  füllt  dann  mit  W'asser  bis  zur  !\Iarke  auf 
und  mischt  wieder.  Man  nimmt  sofort  die  kolorimetrische 
Ablesung  vor,  indem  man  hiebei  zum  \'crgleich  die 
Standardlösung  benutzt,  die  etwas  dunkler  ist  als  die 
zu  untersuchende  Lösung. 

Die  Beiechnung  ergibt  sich  aus  lolgendem.  \  crgleichs- 
lösung  a  entlnUt  in  nO  ccm  0,1  mg  Harnsäure,  in  100  ccm 
0,2  mg  Harnsäure,  die  Lösung  b  in  100  ccm  0,1  mg  Harn- 
.säure.  Die  2;)  ccm  der  zu  untersuchenden  Lösung  ent- 
sj)iechen  2  ccm  Blut,  100  ccm  dieser  Lösung  würden 
also  <S  ccm  Blut  entsprechen.  W'ürde  also  bei  dem  kolori- 
metiischen  Vergleich  eine  F'arbtngleichheit  der  beiden 


Lr)s\ini;c'n  bcstclu'n,  wc'iin  Ix'idc  j^lciclu'  Scliicht  dicke 
liaben,  so  würde  bei  \’eigleich  der  \’ersuclisir)siin|4  und 
der  Testlösunr;  a  .luch  ilie  Blutlösnuf,'  0,‘i  mg  Harnsäure 
in  100  ccm  Lösung  oder  in  <S  ccm  Blut  eutlialten.  Der 
Harnsäuregehalt  in  100  ccm  l^lut  wäre  dann  l'i.ömal  so 
hoch  und  entspräche  in  diesem  Lalle  ‘2,0  mg  Harusäurt' 
in  100  ccm  Blut.  Würden  die  gleichen  Wrhältuisse,  d.  Ii. 
hdirbenglcichheit  bei  gleicher  Schichtdicke,  bei  Anwendung 
der  Testlösung  b  sich  ergeben,  so  wäre  die  in  100  ccm  Blut 
enthaltene  Harnsäuremenge  ö  mg.  Bei  Larbengleichheit 
und  verschiedener  Schichtdicke  ergibt  sich  der  Harusäure- 
gehalt  in  100  ccm  Blut  unter  Anwendung  der  oben  erwähnten 
Formel 

bei  Anwendung  von  Testlösung  a  zu  ’  •  2,5  mg, 

s 

Si 

bei  Anwendung  von  Testlösimg  b  zu  ■  5  mg  Harnsäure, 

wobei  wiederum  Sj  die  Schichtdickc  der  Testlösung,  s  die 
Schicht  dicke  der  zu  untersuchenden  Lösung  bedeutet. 

Beispiel;  War  Testlösung  a  angewandt,  und  betrug 
bei  gleicher  Farbtiefe  die  Schichtdicke  dieser  ‘20  mm, 
die  Schichtdicke  der  \'ersuchslösung  27,5  mm,  so  waren 
enthalten  in  100  ccm  l^lut 
‘20 

_ •  2,5  -  -  1  ,<S‘2  mg  Hanrsäure. 

2/,.r 

Der  Harnsäurcgehalt  im  normalen  lehrte  beträgt  bei 
purinfreicr  Frnährung  zwischen  1,5  und  5  mg°„. 

b)  Verbesserte  Bestimmung  nach  Benedicta- 

Prinzip:  Vorhandensein  von  Tliionein  gibt  z.  B.  nach 
der  alten  Methode  \-on  Benedict  (5.  Aufl.  Mikrometliodik, 
S.  150)  um  0,5  1 ,5  mg%  zu  hohe  Werte.  Die  neue  Methode 

schaltet  diesen  l'chler  aus. 

Jrrforflerliche  Reagentien:  1.  Wcrlfram-Molybdäu- 
Reagens.  10  g  reinste,  XH;j-freie  Molvbdän-Säure  w'erden 
mit  :)0  ccm  n  1  XaOH  5  Minuten  langsam  gekocht.  Irs 
wird  filtriert,  das  Filter  mit  1 .50  ccm  heißem  W’asser  nach- 
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gewaschen  und  zum  erkalteten  Filtrat  eine  Lösung  von 
<S()  g  Natriumwolframat  in  GOO  ccm  W'asser  gegeben.  Dann 
auf  1  ()()()  auf  füllen.  2.  0,G‘i  n-H2S04-Lösung;  G2G  n-H2S(), 
im  MeBkolben  auf  1000  aufgefüllt.  Aus  diesen  beiden 
Lösungen  wird  die  verdünnte  Fällungslösung  (3)  her¬ 
gestellt.  3.  10  ccm  Lösung  (1)  werden  in  einen  250  ccm- 
Kolben  pipettiert,  mit  ca.  100  ccm  Wasser  verdünnt; 
hiezu  10  ccm  Lösung  (2),  dann  aufgefüllt  zur  Clarke  und 
gemischt.  Die  Lösung  ist  3—5  Tage  haltbar.  1.  Lithium¬ 
chlorid-Lösung.  1,5  g  Lithiumchlorid  in  Wasser  gelöst, 
10  ccm  konzentrierte  Salzsäure  (1,19)  zugegeben  und  auf 
250  aufgefüllt.  5.  Silbcrnitratlösung.  5,8  g  AgNOg  werden 
in  Wasser  gelöst  und  auf  250  aufgefüllt.  6.  Natriumcyanid- 
Lösung.  50  g  Cyannatrium  werden  mit  Wasser  ad  1000  ccm 
gelöst  und  der  gesamten  Lösung  2  ccm  konzentriertes 
Ammoniak  zugefügt.  Sehr  giftig!  Nicht  pipettiereiC 
ca.  6  Wochen  haltbar.  7.  Harnsäure-Reagens.  100  g  reines 
Natriumwolframat  wird  in  ca.  600  ccm  Wasser  gelöst 
und  dann  50  g  i'eine  Arsensäure  (AS.2O5),  darauf  25  ccm 
81%ige  Phosphorsäure  und  20  ccm  konzentrierte  Salz¬ 
säure  zugegeben.  Man  kocht  20  Minuten,  läßt  abkühleu 
und  füllt  auf  1000  ccm  auf.  Reagens  ist  unbeschränkt 
haltbar.  <S.  Harnsäurestandard-Lösung,  a)  Stammlösung. 
9  g  sekundäres  Natriumphosphat  (NaaHPO^)  und  1  g 
primäres  Natriumphosphat  (NaH2P04)  werden  in  ungefähr 
200—300  ccm  heißem  Wasser  gelöst,  wenn  nicht  ganz  klar, 
filtriert  und  die  Lösung  auf  500  ccm  aufgefüllt.  0,2  g 
reinste  Harnsäure,  genau  abgewogen,  werden  in  ein  großes 
Becherglas  überführt  und  durch  Zugabe  von  5  10  cern 

Wa.sscr  aufgeschwemmt.  Die  noch  heiße  Phosphatlösung 
wird  jetzt  schnell  auf  die  Suspension  unter  leichtem 
Schütteln  heraufgegossen,  wobei  die  Harnsäure  vollständig 
in  Lösung  geht.  Man  läßt  erkalten,  fügt  1,-1  ccm  Eisessig 
hinzu,  bringt  die  gesamte  Lösung  in  einen  Meßkolben 
und  füllt  mit  Wasser  bis  zur  1000  ccm-Marke  auf.  b)  Ge¬ 
brauchsfertige  Standardlösung:  1  ccm  der  Stammlösung 
(a)  werden  in  eineir  oOO  ccm-Meßzylinder  cinpipettiert , 
ca.  300  ccm  Wasser  und  darauf  5  ccm  konzentrierte  Salz¬ 
säure  zugegeben  und  schließlich  mit  Wasser  zur  Marke 
aufgelüllt.  Diese  Imsung  enthält  in  500  ccm  0,8  mg  Harn- 


>äurc  und  untsju  ic'ht  l)oi  dun  i^uwäldtun  \  ursiu  lisl)cdin - 
i,MUi^on  1  111^'*’,,  H.irnsäiire  ini  Hinte. 

.■)  eein  di'r  \erdiinnten  Inillnni^sltisniiL;  (d)  werden  in  ein 
kleines  Zentrifni^en^his  einpipettiert.  Mit  einer  f,anianen 
Pipette  wi'rden  0,2  cem  Blut  anfi^esangt,  di('  Pipette  gut 
außen  ab^n-wiseht,  der  Inhalt  in  die  Lösnnrt  herein^nd)lasen 
und  die  Pipette  dnreh  zweimalif^fes  Hochziehen  und  Zurück 
blasen  tler  Lösnntt  ini  Zentrifn,iienfj;las  ,ynt  ans,t<cspült .  Das 
Keairensr;las  wird  nochmals  ttut  dnrchifeschüttelt,  bzw.  dei 
Inhcdt  mit  einem  kleinen  (dasstab  dnrchmischt  und  nach 
kurzem  Stehen  zentrihiiticrt.  1  ccm  tler  klaren  überstellenden 
Flüssiitkeit  werden  in  ein  anderes  kleines  Zentrifnf.(en^das 
überführt,  ilazu  1  ccm  der  Lithinmlösmii^  (I)  .i^egeben,  .ge¬ 
mischt  und  1  ccm  Silberlösnntt  (ö)  zngefüf.tt.  Nach  gutem 
Durchmischen  wird  wieiler  zentrifugiert  und  danach  die  ge- 
>.imte  iiberstehcnde  Flüssigkeit  in  ein  Reagensglas  abge¬ 
gossen.  Anderseits  wurden  I  ccm  der  gebrauchsfertigen 
Stand.irdlüsnng  ((Sb)  in  ein  anderes  Reagensglas  einpipettiert 
und  2  ccm  Wasser  zugegeben.  In  jedes  Röhrchen  kommt  jetzt 
(ans  einer  Bürette.  \'orsichtl)  2  ccm  Cyanidlösung  (ß)  und 
0,.ö  ccm  Harnsäurereagens  (7).  Nach  Mischen  werden- 
beide  Cdäscr  ß  Minuten  lang  in  ein  kochendes  Wasserbad 
gestellt,  danach  etwas  abkühlen  gelassen  und  noch  warm 
im  Kolorimeter  \erglichen.  Ablesen  nach  xMlliger  .Ab¬ 
kühlung  gibt  gleiche  Werte,  doch  tritt  dann  bisweilen 
eine  'rrübnng  auf,  welche  die  Ablesung  unmöglich  macht. 

Die  verdünnte  Standardlöjsim.g  ist  so  hergestellt,  daß 
bei  den  gewählten  \’ersuchsbcdingungen  die  Konzentration 
der  A’ergleichslösung  in  der  kolorimetrischen  Formel  zu 
!  mg'Xi  einznsetzen  i>t.  Ist  also  wie  stets  s,  die  Schicht - 
dicke  der  A’ergleichslösung,  s  die  der  \'ersuchslr)sung  bei 
Farbengleichheit,  so  berechnet  sich  die  Menge  dei'  Harn¬ 
säure  in  100  ccm  Blut  zu  *1  mg  iu  100  ccm  P)lut  oder 

s 

S| 

zu  - .  •  1  mg%. 

s 

An  (lenauigkeit  steht  die  Methode  von  h'oliu-Wu  diM 
von  Ifeiiedii  t  \-oran;  die  für  die  kolorunetrische  Analyse 
verwendeten  Phosphoi  wolframsäure,  .Arsen phos]dior 


wo  fiamsaurc  und  andere  ähnliche  \erbindungen  sind 
nicht  t UI  (len  Nachweis  eines  bestimmten  Körpers  spezifisch  • 
sie  reaf^neren  mit  Blaufärbung  mehr  oder  weniger  auf 
alle  reduzierenden  Substanzen.  In  diesem  Sinne  muß 
/^.  B  bei  der  Benedictschen  Probe  ein  höherer  (iliikose- 
gehalt  lies  Blutes  berücksichtigt  werden.  Bei  der  Folin- 
Wn-Piobe  fallt  dieser  Fehler  fort,  da  die  Harnsäure  vorher 
isohert  wurde  und  sic  allein  auf  das  Reagens  wirkt.  Trotz¬ 
dem  ist  für  klinische  Zwecke  die  Benedictsche  Methode 
durchaus  verwendbar  und  empfehlenswert. 


Bestimmung  des  Kreatins  und  Kreatinins. 

Prinzip;  ln  dem  durch  Enteiweißung  mit  Trichloressig- 
saure  gewonnenem  Blutfiltrat  wird  die  durch  Zusatz  ^•on 
1  ikrinsaiire^  erhaltene  Färbung  kolorimetrisch  bestimmt 
und  so  das  Kreatinin  ermittelt ;  im  anderen  Teile  des  Filtrat 
wird  unter  erhöhtem  Druck  das  Kreatin  in  Kreatinin  ver¬ 
wandelt  und  darauf  die  Summe  von  Kreatin  -  Kreatinin 
in  gleicher  W  eise  kolorimetrisch  bestimmt. 

Reagentien:  1.  Trichloressigsäiire, 

Lösung.  2.  I  %ige  Pikrinsäure  (aus  reinster,  eventuell 
wiederholt  umkristallisierter  Pikrinsäure  herzustellen,  in 
dunkler  Flasche  aufzubewahren),  ß.  Natronlauge:  10°(,ig. 
l.  Kieatininstandardlösnng;  (),]  g  reinstes  Kreatinin  wird 
unter  Zusatz  von  10  ccm  n  10  H('l  in  WM.s.ser  gelöst  und 
auf  100  ccm  aiifgefüllt.  Die  Lösung  ist  gut  verschlossen 
lange  Zeit  un\erändert  haltbar.  Zum  \’crsuch  wird  hier¬ 
aus  (jedesmal  frisch)  eine  20 fache  \'crdünnung  hergestellt, 
indem  .>  ccm  anl  100  ccm  verdünnt  werden.  100  ccm 
diesei  Lösung  enthalten  .j  mg  Kreatinin,  1  ccm  0,2  mg. 
•Man  kann  auch  \-on  Kreatininchlorzink  ausgehen,  indem 
man  zur  Herstellung  der  Standardlösnng  0,löll  g  in 
gleicher  W’ei.sc  in  100  ccm  löst. 

(Hcr.stcllimg  des  Kreatininchlorzinks  s.  2.  Au  fl.  S.  9;').) 
ln  einem  Zenti  ifngcnglas  werden  (i  ccm  Serum  mit 
2, 1  ccm  W'asser  gemischt  und  troiifenweise  unter  Em- 
lülnen  d,0  ccm  1  richlorcssigsäurc  (1)  zugefügt.  Es  wird 
zenti  ifiigiei  t  mul  die  erhaltene  klare  Lösung  (ungefähr 
9  Clin)  abgegossen.  Zur  Bestimmung  des  Kreatinins  werden 
I  ccm  in  einen  Meßkolben  oder  Meßzylinder  a,  der  eine 


Marke  bei  lä  ectii  liat,  hereinjapettiert.  Andere  lernt 
werdt'ii  in  eiii  zweites  Rcilirrlien  b,  das  ebenfalls  eine  Marke 
bei  läerni  besitzt,  ein,e:cbrarlit  nnd,  naehdein  die  Offnini!,' 
mit  etwas  Zinnlolie  xerselilossen  worden  ist,  in  einen  Auto¬ 
klaven  \'on  mindestens  o  Atm.  Arbeitsdruck  eingebraclit 
nnd  in  diesem  dO  Minuten  anf  Idö  (irad  (  d  Atm.)  erhitzt. 
(Nicht  vergessen,  in  den  Autoklaven  Wasser  einzufiillen ') 
Man  liißt  abkühlen  und  nimmt  die  Löstmg  in  dem  (däs- 
chen  aus  dem  Autoklaven  heraus.  Kin  drittes  Röhrchen  r 
mit  derselben  Ihnteilung  wird  mit  1  ccm  der  verdünnten 
Kreatininstandardlösnng  mit  einem  (lehalt  \'on  0,2  mg 
Kreatinin  beschickt  und  hiezu  1,2  ccm  Trichlores.sig.säure- 
lösung  (1)  zugegeben.  Zu  allen  drei  Röhrchen  werden 
nnnmehr  je  ,d  ccm  einer  frisch  hcrgcstcllten  Mischung 
aus  25  ccm  Pikrinsäurclösung  (2)  tmd  10  ccm  Natron- 
laugc  (d)  zugefügt.  Nach  5  Minuten  langem  Stehen  werden 
alle  Röhrchen  mit  Wasser  auf  15  ccm  aufgefüllt,  gemi.scht 
und  im  Kolorimeter  miteinander  verglichen. 

Beispiel;  1.  Bestimmung  des  Kreatinins;  in  den  einen 
Trog  kommt  die  Testlösung  (aus  c),  in  den  anderen  die 
in  gleicher  Weise  behandelte,  nicht  erhitzte  Blutlösnng 
(aus  a).  Es  bestehe  Farbengleicliheit  beim  Stande  der 
\  ersuchslösung  \’on  00,  der  \  ergleichslösung  \’on  1.5. 

Ents]riechend  der  h()rmel  c  Cj  ■  ^  ,  wo  Cj  die  Konzen- 

s 

tration  der  5Trgleichslösung  (0,2  mg),  s,  die  Schichtdicke 
der  \  ergleichslösung  (1.)),  s  die  Schichtdicke  der  \'er- 
suchslösung  (00)  bedeutet,  ergibt  sich  die  gesuchte  Kon- 
,  15 

zentration  zu  <>,2  •  ^0,0;)  mg.  Da  diese  der  (lehalt 

\’on  1  ccm  \  ersuchslösung  2  ccm  Sei  um  ist  durch 
die  Irnteiweißung  war  das  Serum  auf  das  n(rp[)elte  \er- 
dünnt  worden  ,  berechnet  sich  der  (lehalt  in  100  ccm 
Serum  zu  0.0.)  •  .)0  2,.)  mg  Kreatinin. 

Bei  der  Bestimmung  des  ( ,esam  t  krea  t  i  n  i  ns  (ja  äfor- 
miertes  Kreatinin  -f  Kreatinin  aus  Kreatin)  sei  bei  .\n- 
wendung  der  gleichen  Kontrollösung  (man  läßt  diese 
zweckmäßig  einfach  in  ihrem  I  rog  im  Kolorimeter  stehen, 
da  im  I,,inte  emei  halben  Stunde  eine  kail)(‘n\'eränderung 
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nicht  cintritt)  die  Schichtdicke  der  \'ergleiclislösung  30, 
die  der  Blutlösung  (aus  b)  2d  bei  Farbengleichhcit.  Nach 
der  obengenannten  Formel  ergibt  sich  die  Konzentration 

des  Kreatinins  dieser  Probe  sinngemäß  zu  0,2  •  =  0,25  mg 

24 

(lesamt kreatinin.  Die  Menge  in  100  ccm  Serum  wird,  wie 
oben  ausgeführt,  durch  Multiplikation  mit  50  erhalten, 
so  daß  in  100  ccm  12,5  mg  Gesamtkreatinin  (Kreatinin 
ju'äformiert  Kreatinin  aus  Kreatin)  enthalten  sind.  Die 
Menge  des  Kreatinins  aus  Kreatin  ergibt  sich  aus  der 
Differenz  der  beiden  Werte  zu  10  mg%.  W'ill  man  das 
Kreatin  berechnen,  so  muß  letzterer  Wert  mit  1,27  multi¬ 
pliziert  werden,  woraus  sich  also  ein  Kreatingehalt  \'on 
12,7  mg  ergibt. 

Im  normalen  Blut  der  Erwachsenen  beträgt  der  Gehalt 
an  Kreatinin  1—2  mg%,  an  Kreatin  Kreatinin  (Gesamt¬ 
kreatinin)  5 — b  rngo),. 

Bestimmung  des  Glutathions^) . 

Prinzip;  Das  mit  Sulfosalicylsäure  enteiweißte  Blut 
wird  mit  Jodat  titriert. 

Erforderlich:  1.  Kaliumo.xalatlösung,  30%ig.  2.  Sulfo- 
salicylsäurelösung,  annähernd  molar:  25  g  Sulfosalicyl¬ 
säure  in  Wasser  auf  100  ccm.  Hieraus  wird  2  a)  eine  4%ige 
Eösung  hergestellt,  indem  15, b  ccm  mit  Wasser  auf  250  ccm 
verdünnt  weiden.  3.  Jodkalilösung  5°oig;  darf  kein  freies 
Jod  enthalten.  1.  l°oiSc  Eösung  \-on  löslicher  Stärke. 
5.  Kaliumjodatlösung.  0,1783  g  KJO;j  in  1000  ccm  Wasser 
gelöst,  ergibt  eine  0,005  n-Lösung.  Zur  Titration  wird, 
mindestens  jede  Woche  frisch,  eine  0,001  n-Lösimg  lier- 
gestellt,  indem  50  ccm  iler  0,005  n-Lösung  und  22,8  der 
molaren  Sulfosalicylsänrelösung  (2)  auf  250  ccm  im  Meß¬ 
kolben  \erdünnt  werden. 

Mit  einer  Spritze,  welche  einen  Tro[)fen  der  O.xalat- 
lösung  (1)  mit  ungefähr  0,01  ccm  enthält,  werden  3  ccm 
Blut  aus  der  \'ene  entnommen  und  sehr  schnell  in  ein 
Kölbchen,  welches  21  ccm  destilliertes  Wasser  enthält, 
eingespritzt.  Durch  Aufziehen  \’on  Wasser  aus  dem  Kölb- 


)  Nach  Woodwarcl  und  l'ry,  Jl.  of  biol.  Chem.  Htl.  97,  lliä. 


dien  uiul  Zm'ücks|)ritzen  wird  dii'  Spritzt'  .ius,t;t's|)iilt . 
Durch  leichtem  Scliüttcln  wird  die  HänioK'sc  des  Idiite-' 
vcrvollständit;t.  N'acli  ü  -  10  Minuten  f^iht  man  unter 
leic'htem  Schütteln  d  ccm  der  Snllosalicylsänreh'iMin.t;  (2) 
dazu,  misclu  durch  und  filtriert  durch  ein  trocknes  l'ilter 

Zur  Bestimmung  iles  reduzierten  (i  1  u t  a t  hit)ns  bringt 
man  10  ccm  des  l'iltrates  in  einen  ÜO  ccm  Biienme\'er- 
Ivolben,  gibt  dazu  2,.")  ccm  der  Nerdüunten  Sulfosalic\l- 
säurelösnng  (2  a),  2,r)  ccm  Jodkalilösimg  {',))  und  2  Tropfen 
der  Stärkelösung.  'Man  titriert  aus  einer  ^fikrobürette 
mit  der  0,001  n  Jodatlösung  bis  zur  Blaufärbung.  Der 
Krlcnmeyer-Kolben  steht  dabei  in  einem  W’asserbad  mit 
einer  Temperatur  \’on  10  bis  20  Grad  mit  weibem  Unter¬ 
grund,  so  daß  der  Farbumschlag  sehr  leicht  erkennbar  ist. 

Berechnung:  Bei  Benutzung  dei  0,001  n  Jodatlösung 
ist  für  1  mg  Gdutathion  d,2b  ccm  erforderlich.  Da  10  ccm 
Blntfiltrat  ^  1  ccm  Blut  angewandt  wurden,  ergibt  sich 
die  Menge  des  Glutathions  hierfür  aus  der  verbrauchten 
Jodatmenge  dividiert  durch  3,2b,  der  Wert  in  100  ccm  Blut 
durch  ]\[ultij)liktition  dieses  Bruches  mit  100. 

Zur  Bestimmuug  des  gesamten  Glutathions  ist  das 
in  o.xydierter  Form  xorhandene  zunächst  zu  reduzieren . 
Hiezu  gibt  man  zu  dem  Rest  des  bei  der  Enteiweißung 
gewemnenen  Filtrates  30-  - 10  mg  Zinkstaub,  läßt  20  Afinuten 
bei  Zimmertemperatur  stehen  und  filtriert  dann  durch  ein 
trocknes  Filter.  \'()n  diesem  Filtrat  werden  10  ccm  in  d(‘r 
oben  angegebenen  h'orm  weiter  behandelt. 

Berechnung  erfolgt  in  gleicher  Weise  wie  oben.  Man 
erhält  das  gesamte,  in  reduzierter  und  o.wdierter  Form 
\orhandene  (ilutathion.  Die  Differenz  zwischen  diesem 
Wert  und  dem  ohne  Reduktion  ermittelten  ergibt  das  in 
oxydierter  h'orm  \()rhandene  Glutathion. 

Beispiel:  3  ccm  Blut  wie  angegeben  behandelt.  Für 
10  ccm  Filtrat  wuialen  1,31  ccm  0,001  u  Kaliumiodal 
verbraucht.  Das  in  diesen  10  ccm  bzw.  1  ccm  Blut  ent¬ 
haltene  Glutathion  ist  1,31:3,20  =  0,11  mg  oder  11  mg“,,, 
hür  Titration  \'on  10  ccm  nach  Zinkstaub  B>ehandhme 
(gesamtes  Cdutathion)  waren  verbraucht  1,33  ccm;  e-^ 


1  10 

waren  also  vorhanden  1  .öd ;  d/iO  .  0.17  mg  in  1  ccm 
Blut  bzw.  47  mg'^„.  Der  Gehalt  an  oxydiertem  (71ntathion 
war  also  b  mg°'^. 

Bestimmung  des  Gallenfarbstoffes'). 

Prinzip:  Die  Methode  beruht  auf  der  Enteiweißung 
des  Serums  mit  Alkohol,  wobei  der  Farbstoff  in  letzteren 
hbcigeht.  Durch  Zusatz  \'on  Diazoreagens  wird  eine  Rot¬ 
färbung  erzeugt,  welche  kolorimetrisch  mit  einer  Standard¬ 
lösung  verglichen  wird. 

Erforderliche  Rcagentien;  1.  Alkohol,  99%ig. 
2.  Diazoreagens.  Dieses  wird  hergestellt  durch  Mischung 
von  10  ccm  Diazoreagens  I  (lg  Sulfanilsäure  wird  in 
Wasser  gelöst,  l.öccm  Salzsäure,  spezifisches  Gewicht 
1,19,  zugesetzt  und  auf  1  1  aufgefüllt)  und  0,3  ccm  Diazo¬ 
reagens  II  (0,5  g  Natriumnitrit  werden  in  100  ccm  destillier¬ 
ten  Wassers  gelöst).  Die  Mischung  ist  stets  frisch  zu  bereiten. 
Sie  darf  keinen  (  berschuß  an  salpetriger  Säure  enthalten. 
Kontrolle:  Es  darf  mit  JK-Stärke  keine  direkte  Blaufärbung 
auftreten.  3.  Vergleichslösung:  2  g  wasser-  und  nickel¬ 
freies  Kobaltsulfat  werden  in  100  ccm  destilliertem  W^asser 
gelöst.  Wasserhaltiges  Kobaltsulfat  (die  käuflichen  Prä¬ 
parate  sind  in  der  Regel  wasserhältig)  wird  durch  Erhitzen 
zur  schwachen  Rotglut  vom  Kristallwasser  befreit.  Diese 
Farblösung  entspricht  einem  Bilirubin-Gehalt  von  0,5  mg 
in  lOÜ  ccm. 

Die  (jallenfarbstoflprobc  wird,  wenn  nur  kleine  Quanti¬ 
täten  Serum  zur  Verfügung  stehen,  am  besten  mit  Hilfe 
<les  Autenriethschen  Kolorimeters  ausgeführt  ;  werden 
andere  Kolorimeter  benutzt,  welche  größere  Mengen  be¬ 
anspruchen,  so  sind  die  angegebenen  Ouantitäten  ent- 
sjnechcnd  zu  vervielfachen. 

Man  bvingt  in  ein  kleines  Zentrifugenrohr  1  ccm  klares 
Serum  (bei  sein-  gallenstoffreichen  Seris  otler  Duodenal¬ 
saft  mit  hohem  harbstoffgehalt  eine  Verdünnung  1  2 

1  '  I  0.9%igcr  Kochsalzlösung),  gibt  dazu  2  ccm 
.Alkohol  und  mi.scht  durch  leichtes  Neigen.  Steht  sehr 
wenig  Serum  zur  \'erlügung,  kann  man  auch  mit  den 


)  Xatli  flijman.s  van  den  Ovrf'h. 


halbcPi  Meiü^^cn  uuskoniiiu'n.  Der  Alkoiiol  koaj^uliert  das 
luweiLi;  nian  zeiitvil'ui,dert  stark,  so  daß  die  ülKnsteheiide 
Müssi,r;keit  möglichst  klar  wird.  Man  entnimmt  dann 
\’on  dieser  mit  einer  IhjH'tte  1  ccm,  hiingt  ihn  direkt  in 
den  I'rog  des  Antenriethschen  Kolorimetias,  fügt  dazu 
(•.2.)  ccm  der  I )iazoreagensmisclumg  (2)  und  gibt  noch 
(>,.)  ccm  .Alkohol  dazu.  Dieser  Zusatz  löst  die  Fettsäuren 
anf,  die  in  \ielen  Fidlen  die  hdiissigkeit  leicht  trüben.  Man 
erhält  eine  rote  l''ärbimg.  (kdegentlich,  besonders  bei 
höherer  Azidität  der  Mischnng,  geht  diese  in  kürzerer 
oder  läitgerer  Zeit  von  Rot  in  Blanviolctt  über.  In  diesem 
halle  gibt  man  ganz  wenig  alkoholische  Ammoniaklösung 
zn,  wodurch  die  Farbe  wieder  rein  rot  wird.  Man  macht 
den  kolorimetrischen  A’ergleich  gegenüber  der  in  den  Lcer- 
keil  des  Antenriethschen  Kolorimeterseingefüllten  Standard- 
lösimg  (3)  nnd  berechnet  mm  aus  dieser  den  Bilirubin- 
wert  des  Serums  auf  (jimud  folgender  (  beiicgimg. 

Durch  den  Zusatz  von  2  ccm  Alkohol  zn  1  ccm  Sernm 
wurde  das  \  olumen  der  F'lüssigkeit  annähernd  auf  das 
Dreifache  gebracht,  in  Wirklichkeit  nur  auf  .  des  ur¬ 
sprünglichen  \'olumens,  wenn  man  die  Kontraktion  berück¬ 
sichtigt,  die  durch  Zusatz  des  Alkohols  entstand.  Das 
Fräzi]:)itat  ist  so  gering,  daß  es  c’ernachlässigt  werden 
kann,  wie  bei  allen  Fnteiweißungen.  \  on  diesem  \  olnmen 
wurde  1  ccm  genommen,  der  dmch  den  Zusatz  \()n 
0,2;)  ccm  Diazoreagens  und  (),.')  ccm  Alkohol  auf  1,7.0  ccm, 
also  auf  '  ,  weiter  \-erdünnt  wurde.  Wir  haben  also  zwei 

X'erdünnnngen  ausgeführt,  als  deren  Produkt  •  ' 
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eine  .öfache  \'crdünnung  resultiert.  Würde  bei  gleicher 
Schichtdicke  also  gleiche  Farbtiefe  bestehen,  so  würde 
der  (jehalt  des  Troges  mit  der  \'ersuchsflüssigkeit  an 
Biliiul)in  *  200(100  oder  (),.')  mg  in  100  ccm  ents])rechen, 
der  (jehalt  ties  Serums,  von  dem  man  ausgegangen  ist, 
dem  .)lachen  dieses  Weites,  also  '  oder  2,0  mg  in 

100  Clin,  bindet  sich  gleiche  b'arbtiefe  bei  einer  anderen 
Stellung  des  Keiles,  so  ist  diese  Zahl  mit  dem  (.fnotienten 
Schicht  dicke  der  Vergleichslösung 

Schichtdicke  der  \'crsuchslösung  u n.  \(i- 


wendet  man  das  Aiitenriethsclie  Kolorimeter  in  der  ge¬ 
wöhnlichen  Form,  so  ist  die  Schichtdicke  der  Versuchs- 
lösnng  mit  100  anznsetzen,  die  Schichtdicke  der  Ver- 
gleichslösnng  mit  100— n,  wobei  n  die  Ablesung  an  der 
Skala  des  Apparates  bedeutet,  welche  bei  gleicher  Farb¬ 
tiefe  angezeigt  wird.  Hat  der  Apparat  Korrekturen,  nnd 
entsprechen  die  Werte  nicht  genau,  so  sind  diese  Kor¬ 
rekturen  natürlich  zu  berücksichtigen.  Bei  obiger  Berech¬ 
nung  ist  vorausgesetzt,  daß  der  Autenriethsche  Apparat 
bei  einer  Schichtdicke  gleich  der  des  Troges  die  Ablesung  0, 
bei  geringster  die  Ablesung  100  gibt.  Es  gibt  auch  fertig 
geeichte  Keile,  bei  deren  Benutzung  man  den  Gallenfarb¬ 
stoffgehalt  auf  einer  mitgegebenen  Tabelle  ablesen  kann. 

Beispiel:  Es  seien  angewandt  1  ccm  Serum,  in  der 
oben  beschriebenen  Weise  behandelt,  als  Vergleichslösung 
die  ebenfalls  beschriebene  Kobaltsnlfatlösung.  Gleiche 
Farbtiefe  im  Autenriethschen  Kolorimeter  sei  erreicht 
bei  einer  Skalenablesung  von  00.  Es  ergibt  sich  dann 
die  Konzentration  des  Bilirubins  im  Serum  zu 

.  100  —  60  .  , 

0,0  • - - 0=1  mg  in  100  ccm. 

Handelt  es  sich  um  Sera  oder  DuodenaLsäfte,  die  außer¬ 
ordentlich  reich  an  Bilirubin  sind,  so  mußte  man,  ehe  man 
die  Enteiweißung  und  die  weitere  Behandlung  vornimmt, 
mit  0,9%iger  NaCl-Lsg.  auf  das  Doppelte  oder  das  Mehr¬ 
fache  des  Volumens  genau  verdünnen;  der  erhaltene  Wert 
ist  dann  noch  mit  dieser  Wrdünnungszahl  zu  multiplizieren. 
Der  Gallenfarbstoffgehalt  des  normalen  Blutes  liegt  unter 
0,5  mg%. 

Die  Methode  gibt  alles  im  Serum  enthaltene  Bilirubin 
an:  es  sei  jedoch  bemerkt,  daß  Hijmans  van  den  Bergh 
durch  eine  (lualitative  Probe  zwei  Arten  der  Bilirnbin- 
reaktion  unterscheidet:  cs  spricht  von  einer  ,, direkten“ 
Reaktion,  wenn  bei  Verdünnung  des  Serums  mit  der 
doppelten  Menge  Wasser  nnd  Zusatz  von  bj  bis  J4  büd. 
Reagens  eine  Rotfärbnng  sofort,  höchstens  in  30  Sekunden 
anftritt,  nnd  einer  ,, indirekten  Reaktion“,  wo  die.se 
erst  nach  2 — 1  Minuten  beginnt  und  erst  nach  längerer 
Zeit  ihre  größte  Intensität  erreicht.  Diese  Reaktion  tritt 


elxMiso  wie  die  „direkte"  fast  nionieiitan  und  niaxinial 
unter  Zus.itz  von  Alkoliol  aul :  l)ei  der  beschriebenen 
(inantitativen  kolorimetriselien  Prüfung  Irestehcn  also 
diese  Ihuerscliietle  nicht.  Die  qualitative  , .direkte"  Reaktion 
ist  typisch  für  Sera  \'on  Patienten  mit  Stauungsikterns, 
wiUirend  alle  anderen  Sera  \'on  Menschen  mit  lokal  ge¬ 
bildetem  IMlirubin  die  , .indirekte"  Reaktion  geben. 

Bestimmung  des  Indikansd) 

Diese  Bestimmung  ist  durchaus  keine  (juantitative. 
genügt  .dier  für  die  klinische  Bewertung  xollauf.  Sie 
beruht  aul  der  Bildung  xon  Indolignon,  (las  in  der  ent- 
eiweibten  Serumlösung  durch  Thvmol  ^  Obermeyers 
Reagens  erzeugt  wird. 

Br  forderlic  h :  Trichloressigsäurc  ‘i()%ig.  2.  Thymol¬ 
spiritus:  Bösung  in  9.i‘^oigem  Alkohol.  .'B  Ober- 

meyers  Reagens:  zu  2.'i0  ccm  konzentrierter  H(d  (spezifi¬ 
sches  Gewicht  1,19)  wird  ca.  1  g  Eisenchlorid  (P'e.X'lß) 
zugegeben. 

Serum  wird  durch  Zusatz  der  gleichen  Menge  von  Trichlor- 
essigsäurelösung  (1 )  enteiweißt  und  von  der  durch  Biltration 
oder  Zentrifugieren  gewonnenen  Bösung  eine  Reihe  mit 
verschiedenen  Mengen  hergestellt.  Diese  wird  je  nach 
dem  erwarteten  Indikangehalt  abgestuft;  bei  erwarteten 
geringen  Mengen  macht  man  eine  Reihe  von  b,  .ö,  1,  ß,  2, 
1  ccm,  bei  erwarteten  großen  [Mengen  beginnt  man  schon 
mit  niederen  Konzentrationen,  z.  B.  2  ccm  und  dehnt 
die  Reihe,  eventuell  durch  Zwischenschaltung  vieler  Stufen 
bis  0,1  ccm  ans.  Jedes  Röhrchen  wird  nun  mit  Wasser 
<uif  10  ccm  anfgefüllt,  gemischt  uml  1  ccm  Thymol- 
'piritus  (2)  und  10  ccm  Obermeyers  Reagens  (ß)  zugegeben. 
Nach  jeder  Zugabe  ist  kräftig  zu  schütteln.  Bei  Anwesen¬ 
heit  von  Indikan  bildet  sich  der  rosa-violett  gefärbte  Barb- 
körjier.  Nach  2stündigem  Stehen  werden  alle  Gläser 
mit  je  2  ccm  (  lorotorm  gut  ausgeschüttelt  und  nach  Ab¬ 
setzen  der  Schichten  die  (  hlorolormh'jsimg  auf  ihre  Bärbung 
geprüft.  Nach  Jolles  tritt  eine  h'ärbung  noch  dann  auf, 
wenn  sich  in  10  ccm  der  untersuchten  Blüssigkeit  noch 
0,00.ß2  mg  Indikan  befinden. 


')  Nach  ItosenbcTg. 


Diese  latsaclie  dient  zur  Berechnung;  es  ist  in  der  Blut- 
menge,  welche  gerade  noch  die  Reaktion  gab  0  OO.'V'' 
enthalten.  •  - 

Beispiel:  Knthält  das  Röhrchen  mit  ü  ccm  Serum- 
liltrat,  entsprechend  also  3  ccm  Serum,  gerade  die  durch 
Rosafärbung  angezeigte  geringste  Menge,  so  beträgt  die 
Menge  des  Indikans  0,()()32  mg  in  3  ccm  bzw.  in  100  ccm 
0,107  mg^;  0,107  mg%. 

Eine  Fehlerquelle  ik  durch  Anwesenheit  größerer  Mengen 
Jod  gegeben,  welches  ebenfalls  mit  violetter  Farbe"  in 
das  Chloroform  übergeht.  Die  Probe  ist  daher  bei  gleich¬ 
zeitiger  oder  kurz  vorhergegangener  Jodmedikation  nicht 
brauchbar. 


Mikromethodik  der  anorganischen  Analyse 
in  Geweben  und  festen  Ausscheidungen. 

W  ährend  es  bei  Harn  und  Blutserum  in  fast  allen  Fällen 
möglich  ist,  anorganische  Bestandteile  durch  Fällung 
direkt  zu  bestimmen,  muß  bei  der  Verarbeitung  festen 
Materials,  seien  es  Ausscheidungen,  wie  Fäces,  seien  es 
(lewebe  irgendwelcher  Art,  der  Bestimmung  eine  Wr- 
aschung  vorausgehen.  Diese  Veraschung  muß  eine  solche 
sein,  daß  hiebei  die  zu  bestimmenden  Substanzen  nicht 
flüchtig  fortgehen  und  daß  sic  außerdem  in  einen  löslichen 
Zustand  überführt  werden,  der  eine  weitere  Erarbeitung 
gestattet.  Dementsprechend  wird  sich  die  Enarbeitung 
ver.schieden  gestalten,  ob  man  es  mit  solchen  zu  bestimmen¬ 
den  Ionen  zu  tun  hat,  die  bei  der  Eraschung  entweichen 
würden,  oder  ob  diese  auch  bei  der  eingreifenden  Er¬ 
arbeitung  in  der  Lösung  Zurückbleiben. 

Die  Mikrobestimmung  anorganischer  Substanzen  in 
den  genannten  Materialien  besitzt  die  gleichen  \\)rteile 
wie  die  im  Harn  und  Blut :  man  kommt  mit  sehr  geringen 
Materiahnengcn  aus,  was  gerade  für  e.xperimentelle  \'er- 
suche,  aber  auch  z.  T.  lür  klinische  Ihitersuchungen, 
beispielsweise  von  e.xzidiertem  Material,  einen  erheblichen 


X'ortcil  iKMleutot.  der  \’erl)raui'h  an  Kca^nnit icn  ist  i^"(.'rini^. 
tlio  Dauer  der  AnaU'se  t;etteniil)er  den  Makrodestinnnnnf^en 
erhel)li(li  verkürzt,  ohne  daß  die  (ienanii,tkeit  liddet.  Die 
in  lolit;end('in  zn  sehildernden  Methoden  hal)en  iin  all.t^e- 
ineinen  einen  h'ehler  \'on  höchstens  1  2",,,  was  nicdit 

sehleeliter  ist  als  hei  \’erarbeitnn!4[  ftroBer  Meiiften. 

Für  die  Hestinimnn^  der  Alkalien  und  Frdalkalien  eirtnet 
sich  besonders  tiut  die  lenchte  \>rasehnnf,f  mit  Salpeter¬ 
säure  nnd  W'asserstotfsnperoxvd.  Die  Menge  des  an¬ 
gewandten  Materials  hängt  ab  von  der  verfügbaren  Menge 
einerseits,  \()n  dem  (iehalt  an  Mineralsnbstanzen  ander¬ 
seits,  \’orteilhaft  wählt  man  so  \iel  Material,  daß  es  un¬ 
gefähr  .')()  (SO  mg  Mineralbestandteile  enthält.  Wenn  man 
den  Aschengehalt  von  Organen  als  ganz  rohen  Dnrch- 
sehnittswert  —  zn  l®,,  annimmt,  so  wird  ungefähr  ö  g, 
ex'entuell  etwas  mehr,  als  günstige  Menge  gelten  dürfen. 
Man  kann  direkt  \’on  den  feuchten  Rohmaterialien  aus¬ 
gehen.  wird  natürlich  in  manchen  Fällen,  besonders  wenn 
man  auch  den  Wassergehalt  bestimmen  will,  außerdem 
in  den  Fällen,  wo  man  eine  Dnrchschnittsprobe  von  einer 
größeren  Menge  verarbeiten  will,  zunächst  trocknen  nnd 
die  getrocknete  Masse,  wenn  sie  in  der  betreffenden  Größen- 
firdnung  ist,  in  teüo  verarbeiten,  größere  Mengen  Trocken¬ 
substanz  aber  sehr  gut  pulvern  und  davon  eine  Durch¬ 
schnittsprobe  nehmen,  im  allgemeinen  '  ,j  der  Menge, 
welche  man  \'on  der  wasserhaltigen  Snbstanz  anv\'cnden 
würde. 

Handelt  es  sich  um  kleinere,  \-f)llständig  zu  analysierende 
Organe  bzw,  (Jrganteile  oder  ähnliches,  bei  denen  eine 
Bestimmung  des  Wassergehaltes  nicht  nötig  ist,  verfährt 
man  am  besten  folgendermaßen.  Man  bestimmt  das  Gewicht 
eines  Wägegläschens,  das  verhältnismäßig  reichlich  groß 
sein  muß,  bringt  dann  in  dieses  das  betreffende  Material 
herein,  wägt  wieder  nnd  bestimmt  so  sein  Gicwicht.  Man 
übergießt  im  Wägegläschen  selbst  das  Organ  mit  so  viel 
ranchender  Sal]ietersäuie,  daß  dic‘  Snbstanz  da\'on  \'oll- 
ständig  bedeckt  ist  nnd  kann  mm  das  (däschen  längere 
Zeit  so  stehen  lassen,  mimlcstens  aber  über  Nacht,  wenn 
es  Sich  nicht  um  ganz  kleine,  schnell  zerfallende  Organ¬ 
teile  handelt.  Man  überführt  dann  den  Inhalt  des  Wäge- 
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gläschens  —  das  Organ  hat  sich  vollständig  in  der  Salpeter¬ 
säure  gelöst,  wenn  es  sich  nicht  gerade  um  Knochensubstanz 
oder  ähnliches  handelt  —  in  einen  Jenaer-  oder  Pyrex- 
.Mikrokjeldahlkolben  von  ungefähr  100  ccm  Inhalt,  spült 
das  Gläschen  mit  wenig  Perhydrol  gut  aus  und  gibt  die 
Losung  zu  dem  übrigen  in  das  Jenaer  Kölbchen  herein. 
Meist  erfolgt  jetzt  eine  ziemlich  starke  Gasentwicklung, 
die  aber  nach  kurzer  Zeit  sistiert.  Es  ist  zu  bemerken,’ 
daß  einzelne  Perhydrolpräparate  zur  Haltbarmachung 
anorganische  Zusätze  (z.  B.  Phosphor)  enthielten;  die 
neuen  Präparate  sind  davon  augenscheinlich  frei,  doch 
ist  jedenfalls  darauf  zu  achten.  Nach  beendeter  Gas¬ 
entwicklung  setzt  man  das  Kölbchen  auf  das  \  erbrennungs- 
gestell  und  eihitzt  voi sichtig  zunächst  mit  kleiner  Flamme, 
um  ein  eventuelles  Überschäumen  zu  vermeiden;  man 
steigert  dann  die  Temperatur,  und  erhitzt  so  lange,  bis 
dei  Inhalt  des  Kölbchens  fast,  aber  nicht  ganz  trocken 
geworden  ist.  Sollten  gelegentlich  kleine  Entzündungen 
auftreten,  so  ist  das  auf  die  Bestimmung  ohne  Einfluß. 
Man  läßt  etwas  abkühlen,  gibt  von  neuem  1 — 2  ccm  kon¬ 
zentrierte  Salpetersäure  und  ungefähr  1  ccm  Perhydrol 
(.lazu,  eihitzt  wieder  und  dampft  wieder  ebenso  weit,  wae 
voiher  beschrieben,  ab.  Diese  Prozedur  wird  so  oft  wieder¬ 
holt,  bis  der  anfänglich  sclnvarze  oder  braune  Rückstand 
verschwunden  ist  und  nur  eine  helle  .Masse  im  Kolben 
zui  ückbleibt.  Sollte  sich  im  Laufe  der  Arbeit  an  der  starken 
Entwicklung  von  braunen,  nitrosen  Dämpfen  zeigen,  daß 
noch  leichlich  Salpetersäure  \'orhanden  ist,  genügt  es 
auch,  das  eine  oder  andere  .Mal  nur  Perhydrol  und  keine 
Salpetersäure  zuzufügen.  Ist  die  \  eraschung  nun  voll¬ 
endet,  muß  noch  die  eventuell  \orhandene  freie  Salpeter¬ 
säure  vertrieben  werden.  Man  läßt  abkühlen,  gibt  un¬ 
gefähr  25  ccm  W  asser  und  2 — ß  Tropfen  verdünnte  Salz¬ 
säure  hinzu  und  dampft  auf  ungefähr  5  ccm  ein.  Es  dürfen 
keine  gelben  Dämpfe  mehr  aufsteigen,  die  Lösung  darf 
auch  nicht  mehr  nach  Salpetersäure  riechen,  sonst  ist 
dieses  Wiiahren  nochmals  zu  wiederholen.  Zu  bemerken 
ist,  daß  eine  gelbliche  Färbung  unter  L'mständcn  aucli 
von  Eisen  herrühren  kann.  In  diesem  h'alle  nützt  natürlich 
w'citeres  Eindampfen  nichts  mehr.  Die  mit  Salzsäure 
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versetzte  Lösuiit^  ist  ini  übrigen  klar,  da  sieh  die  Chloride 
der  Alkalien  und  Krdalkalien  in  Wasser  klar  Idsen;  aiudi 
kleine  Mengen  Calcinmsnlfat,  wie  sie  in  Org.men  gelegentlich 
vorhanden  sein  können,  bleiben  gelöst.  Trübungen  können 
herrühren  con  Kieselsäure,  die  nnter  Umständen  ans  dem 
(das  aufgenommen  sein  kann,  doch  wird  dies  nur  gclegent- 
licli  beobachtet.  Man  überführt  mm  die  schwach  salzsaure 
Lösung  (juantitativ  in  ein  Meßgefäß  entsprechender  (jröße; 
am  zweckmäßigsten  wird  es  bei  den  genannten  Verhält¬ 
nissen  sein,  anf  2n  ccm  mit  destilliertem  W'asser  aufzu¬ 
füllen.  um  die  zu  bestimmenden  Ionen  niclit  in  zu  großer 
\’erdünnung  zu  haben.  Sind  ihre  Mengen  verhältnis¬ 
mäßig  hoch,  wird  man  geringere  Mengen  der  Aschenlösung 
zur  Analyse  verwenden.  Bei  Material,  welches  sehr  arm 
.in  Salzen  ist,  wird  man  die  Aschenlösung  noch  weniger 
verdünnen  und  unter  Umständen  mit  \’orteil  nur  auf 
10  ccm  auffüllen.  Die  auf  solche  Weise  erhaltenen  Aschen¬ 
lösungen  sind  naturgemäß  unbeschränkt  haltbar.  Sie 
genügen,  um  die  verschiedenen  Bestimmungen  sogar  in 
Dojipelanalvscn  auszuführen.  Sie  dienen  zur  Bestimmung 
von  Natrium.  Kalium,  Calcium,  Magnesium,  Phosphor 
(beachte  aber  die  eventuell  durch  Perhydrol  gegebene 
Fehleiapielle !)  und  Eisen,  wenn  solches  c’orhanden. 

Die  zur  Analyse  kommenden  ( )rganc  sollen  möglichst 
blutfrei  sein,  damit  durch  die  Mineralbestandteile  des 
Blutes  keine  Fehler  erzeugt  werden. 

Handelt  es  sich  nur  um  die  Bestimmung  einzelner  Ionen, 
z.  B.  Kalium  oder  Calcium  und  Magnesium,  kann  man 
die  Substanz  direkt  im  Zentrifugenrohr  veraschen.  Man 
bringt  die  abgewogene  Menge  in  ein  passendes  Zentri¬ 
fugenglas  aus  Jenaer  ('das,  übergießt  mit  Salpetersäure, 
fügt  nach  völliger  Lösung  und  Beruhigung  des  Prozesses 
Perhydrol  dazu  und  setzt  das  (iläschen,  soweit  es  gefüllt 
ist,  in  ein  Sandbad.  Man  erhitzt  dieses  auf  lÖO  USO", 
gibt  in  Zwischenräumen  wieder  Pei  hydrol  bzw'.  Salpeter¬ 
säure  zu,  und  erhitzt  weiter,  bis  die  Veraschung  beendet 
ist.  Man  verjagt  nach  Zugabe  nou  W'asser  und  einigen 
Tropfen  Salzsäure  die  überschüssige  Salpetersäure  und 
kann  dann  in  der  Lösung  sofort  das  betreffende  Kation, 
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Z.  H.  Kalium  oder  ('alciiim.  nach  den  nacldolgend  be¬ 
schriebenen  Regeln  ausfällen. 

Bestimmung  des  Wassergehaltes. 

Man  wiegt,  wie  S.  Kr  angegeben,  ein  W'ägegläschen  ab, 
bringt  die  Substanz  herein,  wiegt  wieder,  trocknet  darauf 
im  Trockenschrank  bei  100«,  bis  die  Masse  trocken  er¬ 
scheint,  und  lä(3t  im  Exsikkator  abkühlen.  Man  wägt 
nach  Aufsetzung  des  Deckels,  verteilt,  wenn  nötig,  die 
Substanz  etwas  mit  einem  feinen  Messer,  damit  nicht 
im  Inneren  sich  Teile  der  Trocknung  entziehen,  bringt 
wieder  in  den  Trockenschrank  und  wägt  nochmals  nach 
Abkühlen  im  Exsikkator.  Das  wird  solange  fortgesetzt, 
bis  das  ('lewicht  konstant  bleibt.  Der  Wassergehalt  be¬ 
rechnet  sieh  auf  einfache  Weise  aus  den  Gewichten  vor 
und  nach  dem  Trocknen. 

Die  Bestimmung  des  Natriums 

ei  folgt  in  der  Aschenflüssigkeit  nach  der  S.  2<S  für  den 
Harn  angegebenen  Methode. 

Bestimmung  des  Kaliumgehaltes 

geschieht  durch  Austälhmg  der  Kalium-Kobaltnitritver- 
biudung  in  gleicher  W'eise  wie  für  den  Harn  (S.  29)  be- 
■scluieben.  Da  auch  Ammoniumsalze  die  gleiche  Reaktion 
geben,  muß  das  bei  der  \'erbrennung  aus  Stickstoffsubstaiiz 
gebildete  Ammoniak  zunächst  entfernt  werden.  Die 
günstigste  K-Menge  zur  Analyse  sind  0,2.")— 0,3  mg.  Man 
nimmt  demnach  im  allgemeinen  0,5-1  ccm  der  Aschen¬ 
lösung  zur  Analyse;  im  Muskelgewebe  beträgt  z.  H.  der 
Kaliumgehalt  im  Durchschnitt  3  g  in  1000  g  frischer 
Substanz,  so  daß  bei  Anwendung  von  5  g  Substanz  in 
dei  aul  .)()  ccm  aufgetülltcn  .Vschenlösung  ca.  15  mg,  in 
1^  ccm  also  ungelähr  0,3  mg  K  enthalten  ist.  Ist  der 
Kaliumgehalt  größer,  wird  der  Niederschlag  zu  groß; 
man  wird  dann  zur  .\nalyse  noch  weniger,  z.  H.  0,5  ccm 
serweuden.  Zur  Irntfermmg  des  .\mmouiaks  gibt  man 
zu  der  in  das  Zentrifugenglas  hereingebrachteu  .\schen- 
lösung  1  2  1  ropten  Tii-Nitrophenollösung  und  fügt  mm 

tropfeuwei.se  2  n-Natronlauge  hinzu,  bis  die  Lösung  (leutlic  h 


i^owtirden  ist.  Die  Natronlaiij^e  inuü  naliiilich  kalium 
frei  sein.  Man  Irringl  dann  das  Zentriluf^en,i.;las  in  ein 
siedendes  Wasserbad,  l)is  i'in  darüber  f.tehalteni'r  anf.;eleiieh- 
teter  Streifen  xon  rotem  l.aekinuspaiiier  nicht  mein’  ,i.;el)l;int 
wird,  was  im  alli^emeinen  nach  d  bis  ö  Minuten  eireieht 
ist.  Man  läßt  ai^külilen  und  pübt  truplenweise,  bis  zum 
Wrsehwinden  der  (ielbfärlmnit,  n  5  SehwefcLsänre  dazu. 
Die  so  erhaltene  Lösunj=;  wird  mit  Ivoljaltnitritreajjjens 
versetzt,  wie  für  die  Hestimmunft  des  Kaliums  im  Harn 
bzw.  Serum  beschrieben  worden  ist.  Man  zentrifuf^iert 
nach  1  Stunde  Stehen  gut  ab  uml  giebt  die  überstehende 
Flüssigkeit  vorsichtig  ab.  Man  fügt  mm  wieder  ungefähr 
d  ccm  Wasser  dazu,  ohne  den  Xieclersehlag  stark  auf¬ 
zurühren,  zentrifugiert  wieder,  gießt  ab  und  wiederholt 
dies  so  oft,  bis  die  überstehende  Flüssigkeit  farblos  ist. 
Nach  dieser  Zeit  gießt  man  wieder  ab  und  macht  die  Titration 
in  derselben  Weise,  wie  bei  Blut  angegeben.  Man  macht 
nur  den  einen  Unterschied,  daß  man,  je  nach  der  Menge 
des  Kaliums,  n  .)0  oder  n  100  Lösungen  verwendet,  da 
bei  größeren  Kaliummengen,  wie  sic  in  manchen  Organen 
Vorkommen,  der  Zusatz  von  n  100  Permanganat  die  Flüssig¬ 
keitsmenge  zu  groß  machen  würde.  Man  soll  als  Regel 
nehmen,  daß  nicht  mehr  als  7  ccm  Permanganat  ver¬ 
braucht  werden  sollen.  Zusatz  \’()n  Schwefelsäure  (1  ccm 
20%ig)  und  Irrhitzen  im  Wasserbad  erfolgt  in  der  früher 
geschilderten  Weise.  Znm  Rühren  während  des  Titrierens 
wird  sehr  zweckmäßig  die  .schon  an  früherer  Stelle  an¬ 
gegebene  Methode  der  Luftdurchleitung  verwendet,  da 
man  hiedurch  die  Hände  vollständig  frei  hat  und  die 
Mischung  noch  besser  erfolgt  als  mit  einem  Rührer.  Achten 
muß  man  darauf,  daß  aul  Zusatz  \'on  Permanganat  und 
Schwefelsäure  der  Niederschlag  des  Kaliumkobaltnitrits 
sich  Nollständig  löst  und  ferner,  daß  die  Rotfärbung,  d.  h. 
in  Wirklichkeit  eine  schwache  Rosafärbung  1  Minute 
lang  bestehcnbleibt.  Ein  sehr  einfacher  Test  hiefür  besteht 
darin,  daß  man  nach  der  Ablesung  und  dem  W'arten  noch 
einen  Iroplen  Permanganatlösung  hinznfügt,  wodurch 
eine  deutlich  n'itere  härbung  entstehen  muß. 

Die  Berechnung  erfolgt  genau  in  der  gleichen  Weise, 
w  ie  an  anderer  Stelle  b(‘schrieben  worden  ist  ;  1  ccm  \  er- 


brauchte  1/100  Permanganatlösung  entspricht  0,071  mg 
Kalium.  Man  berechnet  also  aus  den  angewandten  ccm 
11/ 100  Pei  manganat  vermindert  um  die  angewandten  ccm 
n/100  Oxalsäure  (die  Lösungen  müssen  natürlich  genau 
aufeinander  stimmen)  multipliziert  mit  0,071  den  Kalium¬ 
gehalt  in  mg  für  die  angewandte  Menge  und  daraus  ent¬ 
sprechend  für  die  Gesamtmenge  bzw.  in  Prozenten  der 
angewandten  Substanz.  \  erwendet  man  n  50  Lösungen, 
so  erfolgt  sinngemäß  die  Berechnung  durch  Multiplikation 
mit  0,112  zum  Erhalt  der  mg  Kalium  für  die  angewandte 
Menge. 


Bestimmung  des  Calciums. 

Diese  erfolgt  sinngemäß  in  der  gleichen  Weise  wie  für 
Harn  und  Blut  beschrieben:  es  wird  auch  in  der  Aschen¬ 
lösung  in  essig-saurer  Lösung  mit  .\mmoniumoxalat  gefällt 
und  nach  Zersetzung  des  Calciumoxalates  die  Oxalsäure 
mit  Permanganat  oxydimetrisch  bestimmt. 

Die  Menge  der  anzuwendenden  Aschenlösung  schwankt 
in  ziemlich  weiten  Grenzen,  da  der  Kalkgehalt  der  ver- 
•schiedenen  Organe  nicht  unbeträchtliche  Abweichungen 
zeigt.  Für  Muskel,  der  in  feuchtem  Zustand  schätzungs¬ 
weise  0,2%  enthält,  wird  man  bei  Anwendung  einer  Asche 
aus  5  g  frischer  Substanz  und  einer  Auffüllung  auf  25  ccm 
ungefähr  5  ccm  zur  Analyse  verwenden,  da  sonst  die  Mengen 
zu  gering  sind.  Von  Knochen,  der  ungefähr  12%  enthält, 
nimmt  man  dementsprechend  weniger.  Man  gibt  zur 
Probe  der  Aschenlösung  in  einem  großen  Zentrifugenglas 
.\mmoniak  bis  zur  deutlich  alkalischen  Reaktion  zu  und 
säuert  dann  mit  Essigsäure  an,  wobei  sich  ein  vorher 
gebildeter  Niederschlag  wieder  lösen  muß.  Man  fügt  nun 
dazu  2  ccm  einer  gesättigten  Lösung  von  Ammonium- 
oxalat  und  läßt  mindestens  1  Stunde  bis  zur  völligen  Aus- 
lällung  stehen;  längeres  Stehen  schadet  nichts.  Man 
zentrifugiert  dann  scharf  ab  und  überführt  die  überstehende 
Lösung  vorsichtig  in  ein  anderes  Zentrifugcnglas  konischer 
Form,  um  in  ihr  sodann  die  Magnesiumbestimmung  aus- 
zulühren.  Ist  eine  solche  nicht  gewünscht,  kann  die  über¬ 
stehende  Flüssigkeit  natürlich  fortgegossen  werden.  Man 
wäscht  den  Ca-Niederschlag  unter  jedesmaligem  Auf- 


\vivl)eln  iiinal  mit  reiclilichcn  Mengen  \\  asser  imter  Z('ntri- 
tugicron,  wie  wiederholt  besehrielx'ii,  selir  t;ul  aus  und 
maeht  dann  in  dem  von  Oxalat  vollständi};  Ixdreiten 
Prül'uni;  des  letzten  Waselwvassers  mit  ('alcinmelilorid- 
lösung  -  -  Rüekstand  die  Bestimmuni^^  in  üblicher  W'eise. 

W  ill  man  in  derselben  Poition  das  Magnesium  bestimmen, 
empfiehlt  es  sich,  nach  Abgiclieir  der  ersten  Flüssigkeit, 
das  erstemal  nur  mit  sehr  wenig  W'asser  zu  waschen  und 
dann  die  Flüssigkeit  der  auf  Magnesium  zu  analysierenden 
zuzufügen.  Sonst  bekommt  man  für  die  Magnesinm- 
bestimmung  zu  viel  Flüssigkeit.  Man  muß  aber  dann 
nochmals  dmal,  wie  eben  beschrieben,  den  Niederschlag 
von  oxalsaurem  Kalk  mit  der  Zentrifuge  auswaschen. 

Den  Rückstand  von  Calciumoxalat  löst  man  in  ö  ccni 
Normalschwefelsäure  und  erwärmt  im  W'asserbad  auf 
(SO  (irad;  man  titriert  nun  in  üblicher  Weise  mit  n  KH)  Per¬ 
manganatlösung,  bis  gerade  ein  schwach  rosa  Farbenton 
1  Minute  lang  bcstehenbleibt.  Der  Calciumgehalt  ergibt 
sich  daraus,  daß  1  ccm  1  100  Permanganat  0,2  mg  Calcium 
entspricht.  Weitere  Berechnung  erfolgt  in  üblicher  W'eise. 

Bestimmung  des  Magnesiums. 

Diese  erfolgt  wie  stets  (vgl.  auch  Harn  und  Blut)  in 
der  von  Calcium  bereits  befreiten  Lösung,  wird  also  mit 
der  des  Calciums  zusammen  ausgeführt.  Man  überführt 
die  erste,  von  der  Calciumfällung  abzentrifugierte  Lösung 
möglichst  quantitativ  in  ein  großes,  unten  konisches  Zentri¬ 
fugenglas  und  dazu  das  erste  Waschwasser.  Um  nicht 
zu  große  Flüssigkeitsmengen  zu  haben,  wäscht  man  den 
Calciumniederschlag,  wie  schon  oben  beschrieben  ist,  das 
erstemal  nur  mit  wenig  W'asser  aus.  Zur  (Gesamt fl üssig- 
keit  fügt  man  2  ccm  einer  10%igen  Lösung  von  Ammonium¬ 
phosphat  und  2 — ß  ccm  2r)ßoigcs  Ammoniak.  Die  Lösung 
midi  deutlich  ammoniakalisch  riechen ;  noch  mehr  Ammoniak 
zuzugeben,  ist  vom  Übel.  Man  läßt  gut  bedeckt,  am  besten 
mit  einem  Kork  verschlossen,  über  Nacht  stehen,  (lanz 
zweckmäßig  ist  es,  vorher  die  W'ände  des  Zentrifugen¬ 
glases  mit  einem  feinen,  jedoch  nicht  zu  scharfen  (das- 
stab  am  unteren  Teil  etwas  zu  reiben,  um  die  Auslallung 
zu  begünstigen.  Am  nächsten  Tag  zentrifugiert  man  ab. 


gicüt  die  überstellende  Flüssigkeit  ab  und  vväsclit  den 
-Niederschlag  ohne  starkes  Aiifrühren  zweimal  mit  ca. 

cinei  2  /oigen  Ammoniaklösung,  hergcstellt  aus 
-<»/oiger  Ammoniaklösung  durch  10  fache  Verdünnung 
nnt  destilliertem  Wasser.  Zuletzt  wäscht  man  mit  der 
g  eichen  Menge  alkoholischer  Ammoniakmischung  (‘-»0  Teile 
i.) /oigen  Ammoniak  80  Teile  9G%iger  Alkohol).  Man 
.^nebt  wieder  ab,  stellt  darauf  das  Zentrifugenglas  in  ein 
.eiaß  mit  siedendem  Whisser,  bis  der  Rückstand  ganz 
trocken  geworden  ist.  Man  gibt  1  ccm  n  10  Salzsäure 
dazu  und  laßt  einige  Stunden  stehen,  bis  der  Niederschlaa 
sic  1  ganz  gelöst  hat.  Macht  die  Lösung  Schwierigkeiten 
so  wird  etwas  erwärmt;  Zusatz  von  mehr  Salzsäure  muß 
xermieden  werden.  Man  überführt  die  Lösung  unter  mehr¬ 
maligem  Nachspülen  mit  Wasser  in  einen  Meßkolben 
von  .)()  ccm  und  füllt  mit  destilliertem  Wasser  auf  \mn 
der  gut  durchgemischten  Lösung  werden  10  -20  ccm  je 
nach  dem  Magnesiumgehalt  zur  Analyse  verwendet.  Ist 
der  M_agnesi umgehalt  sehr  gering,  so  kann  man  auch  nur 
auf  ^0  ccm  aiiffüllen  und  davon  einen  mehr  oder  weniger 
großen  Teil  verwenden.  Zur  Bestimmung  des  Magnesiums 
dient  che  beim  Blut  angegebene  Methode:  als  Standard- 
losnng  wird  che  auf  S.  81  angegebene  Lösung  von  primärem 
Kahumphosphat  (5,005  g  Kaliumphosphat  zu  Enzvm- 
studien  auf  1000  ccm)  verwendet,  die  im  ccm  1  mg  Magne¬ 
sium  entspricht.  Diese  Lösung  wird  zum  \  ersuch  \uf 
das  lOOfache  verdünnt  und  in  einen  Meßkolben  von  25  ccm 
10  ccm,  che  einem  Magnesiumgehalt  von  0,1  mg  entsprechen 
emgefüllt.  In  einen  anderen  gleichen  Kolben  fügt  man  die 
gewünschte  IMenge  der  \’ersuchslösung,  also  10  oder  20  ccm. 
Beide  Kolben  werden,  wenn  nötig,  mit  Wasser 
ergänzt,  daß  sie  20  ccm  Flüssigkeit  enthalten.  Man 
mm  in  jeden  Kolben  in  ganz  gleicher  \\'ei.se  wie  bei  der 
Magnesiumbestimmung  im  Blut  beschrieben,  1  ccm  Moly¬ 
bdänlösung,  darauf  1  ccm  Hydrochinonlösung,  mischt  durch 
gibt  nach  einigen  Minuten  5  ccm  ('arbonatsulfitlösung 
(darf  nicht  älter  als  2  Wochen  sein!)  zu,  füllt  bis  zur  Marke 
auf,  mi.scht  und  schließt  möglichst  bald  den  kolcrrimet rischen 
\ei  gleich  an.  Die  Menge  des  .Magnesiums  in  der  zuletzt 
angewandten  Portion  ergibt  si--li  nach  der  üblichen  Formel, 


so  weit 
fügt 


wolx'i  r,  0,1  ni,!;  Maf^nosiuni  i>t.  D.iiaus  iHacclnict 
>ii  li  (luicli  ciitsj')rc('lK'ii(U'  Multiplikation  dur  Ma^iu'siiini 
.itt'halt  in  der  Müs>i^keitsnient;e,  die  zuerst  für  die  ('.deinin- 
bestinminipe:  anp^esetzt  war  und  daraus  sinu{j;einäl.i  die 
Men^e  in  der  .t^esauUeii  an,i;ewandteu  Substanz  bzw.  in 
Prozenten  derselben. 

Bestimmung  des  Phosphors. 

Hier  er.^eben  sieh  f.;rnndsätzlieh  zwei  M(),e;lichkeitcn ;  man 
kann  entweder  von  der  getrockneten  Substanz  ansgeben 
und  darin  entweder  die  Bestimmung  des  ( lesamt phosphors 
oder  die  getrennte  Bestimmung  tles  Lipoidphosphors 
und  des  übrigen  Phosphors  ansführen,  während  man 
zur  Bestimmung  des  sänrelöslichen  Phos])hors,  des  an¬ 
organischen  sowie  des  gesamten,  \-on  frischer  Substanz  ans¬ 
gehen  muß. 

\\  ill  man  den  (lesaint  phosphor  bestimmen,  so  benutzt 
man  die  für  die  Bestimmung  der  Kationen  hergestellte 
AschenlösnngO).  Man  überführt  eine  dem  erwarteten 
Phosphorgehalt  entsprechemle  Menge  dieser  in  einen 
Meßkolben  von  oO  ccm,  im  all, gemeinen  2  -  .ü  ccm  (der 
Phosphorgehalt  der  Probe  soll  (f.Oß  mg  Idiosphor  nicht 
überstei.gen),  gibt  1  Tropfen  p-Nitrophenollösung  dazu 
unfl  neutralisiert  mit  n-Xatronlauge  bis  zur  gerade  ein¬ 
tretenden  schwachen  (lelbfärbnng.  In  ein  anderes  Kölb¬ 
chen  bringt  man  .)  ccm  der  S.  72  beschriebenen  Phosphat¬ 
lösung  mit  einem  (le.samtgehalt  von  0,02,  mg  Phcjsphor, 
,gibt  m  beide  Kölbchen  so  \'iel  Wasser,  daß  die  (jcsamt- 
menge  ca.  ,10  ccm  beträgt,  gibt  dann  , genau  mit  der  Pipette 
in  beide  Kölbchen  .1  ccm  \-erdünnte  Salpetersäure  (S.  72) 
und  nach  gutem  Mischen  2  ccm  Molybdän-Strychnin- 
Reagens  (S.  72).  Man  füllt  bis  zur  Marke  auf,  läßt' 20  Mi¬ 
nuten  stehcai,  gibt  je  2  ccm  verdünnte  (lummiarabikum- 
lösung  (S.  / 1)  in  jedes  (ilas,  mischt  durch  und  macht  die 
Bestimmung  im  Nephelometer.  Die  Berechnung  erfolgt 
in  dei  bekannten  W  eise,  wobei  selbst \'erständlich  noch 
zum  Schluß  aui  die  (lesamtmenge  und  deren  (lewicht 
bezogen  werden  muß. 

')  giüt  Itatt.-I Vaparate.  welche  P  cntlialten:  mit  solc  lu-n  darl 
<lie  \eraschung  nicht  xorpenommen  werden  1 


Man  kann  die  Bestinnnnng  anch  kolorinietrisch  aus- 
liihicn.  Man  dann  elienfalls  von  der  Aschenlösnng 

ans,  und  aii^eitet  in  derselben  Weise,  wie  auf  S.  7ö  für 
die  koloriinetrische  Bestimmung  des  Ciesamtphosphors  im 
Blute  geschildert  worden  ist.  Den  Aciditcätsverhältnissen 
ist  genaueste  Beachtung  zn  schenken. 

Will  man  den  Lipoidphosphor  gesondert  bestimmen, 
.so  ist  es  nur  nötig,  das  trockene  gepulverte  Organ  vor¬ 
her  erschöpfend  mit  Äther  zu  extrahieren  und  im  Äther¬ 
extrakt  den  Phosphor  nach  Veraschung  in  gleicher  Weise 
wie  oben  geschildert  zu  bestimmen.  Um  mit  kleinen 
Mengen  arbeiten  zu  können,  sind  die  gewöhnlichen 
Lxtraktionsapparate  zu  groß.  Man  verwendet  Mikro- 
Soxhlet-Apparate,  deren  Ansatzgefäß  nur  ca.  2ö  ccm  Äther 
faßt.  Die  Abmessung  des  Apparates  sind  derartige,  daß 
Hülsen  von  1  cm  Durchmesser  und  ca.  5  cm  Länge  herein¬ 
passen,  in  welche  man,  natürlich  genau  gewogen,  un¬ 
gefähr  1  g  der  getrockneten  Substanz,  mittelfein  gepulvert 
—  wenn  es  zu  fein  gepulvert  ist,  backen  die  einzelnen 
Teilchen  zu  sehr  aneinander  und  lassen  sich  nicht  gut 
ausziehen  —  hereinbringt.  Man  stellt  zweckmäßig  mehrere 
solcher  kleinen  Extraktionsapparate,  wie  Abbildung  20 
auf  S.  !;");■)  zeigt,  zusammen  auf  eine  Heizplatte,  hat 
außerdem  für  jeden  Apparat  mehrere  Kölbchen,  damit 
man  bei  Extraktion  vieler  Proben  schnell  hintereinander 
arbeiten  kann.  Gelegentlich  wird  es  auch  erwünscht  sein, 
das  Cholesterin  zu  bestimmen.  Man  löst  dann  nach  er¬ 
folgter  E.xtraktion  den  Ätherrückstand,  den  man  vorher 
zur  Eeststellung  der  Gesamtmenge  des  Ätherextraktes 
gewogen  hat,  in  Äther  wieder  auf,  bringt  die  Lösung 
mit  Äther  auf  ein  bestimmtes  Volumen,  z.  B.  10  ccm,  und 
kann  nun  den  einen  Teil  zur  Phosphorbestimmung,  den 
anderen  zur  Cholesterinbestimmung  in  der  S.  127  be¬ 
schriebenen  Art  benutzen.  Die  Phosphorbestimmung  im 
Extraktionsrückstand  in  der  Hülse  ergibt  den  Gesamt¬ 
phosphor  abzüglich  Lipoidphosphor. 

Zur  Bestimmung  des  anorganischen  (säurelöslichenj 
Phosphors  (Reagentien  s.  S.  75)  wiegt  man  ungefähr  ß  g 
des  feuchten  Organs  ab,  bringt  es  in  eine  Reibschale  und 
gefriert  es  mit  flüssiger  Luft.  Man  zerkleinert  es  in  diesem 


1 T),") 


Zustande  unter  Zusatz  x'on  Ouarzsand  so  lein  wie  möglich  - 
es  rjelit  aucit,  das  Zaureihen  ohne  voiiieri}j;es  (lefrieren  auszu- 
t'ühren  --  und  biingt  daun  die  zerkleinerte  Masse  unter 
wiederholtem  Naeluvaschen  mit  Wasser  in  ein  grobes 
Zentrifngenglas,  das  eine  IMarke  bei  10  hat.  Man  gibt 
dann  10  ccm  ‘20'’oige  Trichloressigsiinre  zu,  mischt  gut 
durch,  füllt  bis  zur  Marke  mit 
Wasser  aid',  mischt  wiederum  und 
zentrifugiert  scharf  ab.  Ein  ali¬ 
quoter  Teil  der  abgegossenen 
klaren  Lösung  dient  in  der  S.  76 
beschriebenen  Weise  zur  Bestim¬ 
mung  des  anorganischen  Phos¬ 
phors.  In  den  meisten  Fällen  wird 
man  ö  ccm  der  Lösung  benutzen 
lind  mit  einem  Standard  mit  einem 
Gehalt  von  0,1  mg  P  vergleichen. 

Der  Standardlösung  muß  natürlich 
die  gleiche  Menge  Trichloressig- 
säurelösung  zugefügt  werden,  wie 
.sie  in  der  entsprechenden  Menge 
der  Probe  enthalten  ist :  wurden  von  dieser  5  ccm  be¬ 
nutzt,  so  gibt  man  der  \'erglcichslösung,  unter  Berück¬ 
sichtigung  der  geringen  Adsorption  der  Trichloressigsäure 
an  das  Koagulat,  1,2  ccm  20%ige  Trichloressigsäure- 
Lösung  zu. 

Um  den  gesamten  säurelöslichen  Phosphor  zu 
bestimmen,  geht  man  von  der  durch  Zentrifugieren  ge¬ 
wonnenen  Lösung  aus.  In  ein  großes  Jenaer  oder  Pyrex- 
Reagcnsglas  pipettiert  man  2  ccm  Lösung,  gibt  ö  Tropfen 
konzentrierte  H2SÜ4  hinzu,  und  erhitzt  nach  Zufügung 
einer  soliden  (jlasperle  das  Röhrchen  unter  dem  Abzug 
anf  einem  Kjeldahl-Gestell  oder  dgl.  bis  der  Rückstand 
sich  bräunt.  Man  löscht  die  Flamme  und  gibt  unmittelbar 
2 Tropfen  konzentricrtesWasserstoffsiqieroxyaP)  (Perhydrol, 
Superoxol)  dazu  und  erhitzt  nochmals  kurze  Zeit,  wolici 
der  Rückstand  ganz  hell  werden  muß,  ohne  daß  jedoch 
die  Schwefelsäure  entweicht.  Ist  dies  nicht  der  Fall  ge¬ 
wesen,  so  wird  1  Tropfen  I1.,0.,  zugegeben  und  das  h'r- 
■)  F-frei. 


Abb.  20. 


hitzcn  wiedeihült.  Nach  Zufüf^eii  von  einigen  ccm  Wassei' 
wird  Zinn  Zersetzen  etwa  noch  vorluindenen  anf- 

gekocht  und  die  gesamte  Lösung  zur  Analyse  genommen. 
Del  Standardlösnng  sind  ebenfalls  5  Tropfen  konzentrierte 
H2SO,  zuzufügen,  im  übrigen  ei  folgt  die  Bestimmung 
wie  beschrieben. 

Bestimmung  des  Chlors  (gesamte  Halogene). 

Für  die  Bestimmung  des  Chlors  (in  Wirklichkeit  dei' 
gesamten  Halogene)  ist  eine  besondere  \Traschung  not¬ 
wendig.  Man  verfährt  grund.sätzlich  in  der  gleichen  Weise, 
wie  es  für  die  Bestimmung  der  Halogene  im  Blut  be- 
schiieben  woiden  ist,  indem  man  die  \Traschung  erst  nach 
Zusatz  von  Silbernitrat  vornimmt.  Das  ist  aus  dem  Grunde 
notwendig,  weil  andernfalls  das  Chlor  bei  der  Veraschung 
sich  verflüchtigt. 

In  einen  Mikrokjeldahlkolben  bringt  man  eine  genau 
abgemessene  Menge  der  feuchten  oder  auch  auf  dem  Wasser¬ 
bad  schonend  getrockneten  Untersuchungssubstanz.  Man 
wählt  deren  Menge  zweckmäßig  so,  daß  diese  nicht  mehr 
als  .1  mg  Chloi  enthält.  Man  lügt  zu  der  Substanz  2  ccm 
konzentrierte  Salpetersäure  und  —  vorausgesetzt,  daß 
die  Chlormenge  nicht  höher  ist  als  eben  angegeben  — 

.1  ccm  n/oO  Silbei  niti  atkisung.  Alan  gibt  des  ferneren 
ungefäln  1  ccm  Wasserstoffsuperoxyd  dazu  und  führt 
die  \  eraschung  in  der  früher  geschilderten  Weise  aus, 
indem  man  bis  zum  völligen  A'erschwinden  der  organischen 
Substanz  unter  öfterem  Zusatz  von  Wasserstoffsuperoxyd 
und  gelegentlichem  von  Salpetersäure  die  \eraschung 
zu  Lnde  führt.  Es  ist  selbstverständlich,  daß  hier  die 
bei  der  gewöhnlichen  Wraschung  angegebene  Wrtreibung 
der  Salpetersäure  unter  Salzsäurezusatz  unterbleiben 
muß.  Man  überführt  die  im  Kölbchen  zurückgebliebene 
Lösung  unter  Zusatz  von  ungadähr  1  ccm  verdünnter  Sal¬ 
petersäure  und  Nachsjiülen  mit  möglichst  wenig  W’asser  in 
ein  kleines  Kölbchen  oder  in  eine  kleine  glasierte  Porzellan¬ 
schale.  Man  gibt  eine  Messerspitze  Eisenammoniakalaun 
zu  und  titriert  in  der  bereits  früher  angegebenen  Weise 
mit  n  ÖO  Rhodanammoniumlösung,  bis  eben  eine  Rot- 
fäibung  auftritt.  Aus  der  Differenz  der  zugegebenen 


(X  in  SilbcM  nitratlösung  minus  cUt  bis  zur  Kol  färl)uu,^ 
x'erbraiu'luen  ccm  Rluxlauammouiumlösuug  ermittelt  sicli 
der  ('lilori^ehalt  iu  der  aurtewaudteu  Stibslauzmeuge  iu 
mg  durch  Multiplikation  mit  0,71. 

Der  aul  diese  M'eise  erhaltene  Wert  ergibt  die  (lesamt- 
heit  der  vorhandenen  Halogene  als  Chlor.  In  \  ielen  Fällen 
wiial  das  ohne  weiteres  als  richtig  zu  unterstellen  sein, 
man  muß  jedoch  daran  denken,  daß  auch  Brom  und  Jod 
in  der  gleichen  Weise  reagieren  und  diese  Halogene  in 
der  Berechnung  ebenftdls  als  Chlor  cr.scheinen.  Sollten 
also  durch  (jualitative  Proben  andere  Halogene  in  größerer 
-Menge  nachgewiesen  sein,  .so  wird  man  das  erhaltene 
Resultat  so  au.sdriicken  müssen,  daß  es  die  gesamten 
Halogene,  als  Chlor  ausgedrückt,  wiedergibt,  und  zwar 
entsprechen  ß.ö,.”)  mg  Chlor  7h  mg  Brom  bzw.  I2()  mg 
Jod. 

.•\u.s  der  schon  oben  erwähnten  Tatsache,  flaß  Chlor, 
welches  nicht  an  Silber  gebunden  ist,  bei  der  \’eraschung 
fortgeht,  ergibt  sich,  daß,  wenn  schon  der  erste  Tropfen 
Rhodanammonium  bei  der  Titration  eine  Rotfärbnng 
erzeugt,  die  zugegebene  Silbermenge  nicht  groß  genug 
war,  um  sämtliches  Halogen  zu  binden,  die  -Analyse  also 
nicht  verwertbar  ist.  Sie  muß  danu  mit  weniger  Svdr- 
stanz,  bzw.  unter  Zusatz  einer  größeren  Menge  Silbcrnitrat- 
lösung  vor  der  Veraschung  wiederholt  werden. 

Bestimmung  des  Gesamtschwefels. 

Diese  erfolgt  grundsätzlich  nach  dem  S.  ßl  für  Harn 
angegebenen  \'erfahrcn.  Sie  muß  ebenfalls  in  einer  ge¬ 
sonderten  Probe  durchgeführt  werden.  -Man  trocknet  da> 
Organ  auf  dem  Wasserbad,  zerkleinert  gut  und  nimmt 
entweder  die  ganze  -Menge  oder  bei  größeren  Substanz¬ 
mengen  einen  alicpioten,  mit  der  chemischen  W'age  genau 
abgewogenen  Peil  zur  -Analyse.  Zweckmidhg  verwendet 
man  bei  gewöhnlichen  Trockenorganen  (),«S  g,  bei 

bäces  etwas  mehr,  von  Hornsubstanz  ungefähr  dicsi'lbe 
-Menge  wie  von  trockenem  Organ.  -Man  wiegt  die  zui 
.\nalyse  bestimmte  Menge  direkt  in  das  Porzcllan-Zentri 
tugenrohr  ein,  gibt  dazu  1-  ‘2  g  pulverisierten  Salpeter 
(Kaliumnitrat)  nnd  1  -2  ccm  konzentrierte  Salpetersäure. 


Nachdem  die  erste  Reaktion  abgeklungen  ist,  dampft  man 
auf  kleiner,  freier  Flamme  die  Hauptmenge  der  Salpeter¬ 
säure  ab  und  gibt  dann  zu  der  noch  nicht  ganz  trockenen, 
erkalteten  Mischung  10  ccm  der  Benedictschen  Lösung 
(S.  24).  Man  dampft  bei  kleiner  Flamme  die  Flüssigkeit 
ab  und  erhitzt  dann  stärker  bis  zur  Rotglut.  Nachdem 
man  das  Rohr  einige  Zeit  auf  dieser  Temperatur  gelassen 
hat  —  im  allgemeinen  genügen  10—1. ö  Minuten  —,  erhält 
man  eine  in  der  Hitze  flüssige  Schmelze,  die  man  nun 
erkalten  läßt.  Man  löst,  wenn  nötig  unter  leichtem  Er¬ 
wärmen,  den  Rückstand  in  10  ccm  Salzsäure  1  :  4  (S.  24), 
vertreibt  durch  Aufkochen  die  eventuell  noch  vorhandene 
Salpetersäure  und  fällt  in  der  Hitze  durch  Zusatz  von 
10°oiger  Bariumchloridlösung,  die  man  vorher  ebenfalls 
auf  dieselbe  Temperatur  erwärmt  hat.  Man  mischt  mit 
einem  (jlasstab  gut  durch  und  \erfährt  nun  weiter  in 
der  gleichen  Weise,  wie  es  bei  der  Bestimmung  des 
Gesamt schw'efels  im  Harn  beschrieben  worden  ist.  Man 
zentrifugiert  den  Niederschlag  ab,  entfernt  möglichst  voll¬ 
ständig  die  überstehende  Lösung,  gibt  warmes  W’asser 
in  der  gleichen  Weise  unter  Aufrühren  des  Niederschlages 
hinzu,  zentrifugiert  nochmals,  gibt  wieder  nach  Abgießen 
der  klaren  Flüssigkeit  warmes  destilliertes  Wasser  zu, 
rührt  wieder  auf,  zentrifugiert,  gießt  wieder  ab  und 
wiederholt  dies  so  oft,  bis  die  klare  Flüssigkeit  chlor¬ 
frei  ist,  d.  h.  mit  Silbernitrat  keine  Fällung  mehr  gibt. 
Nachdem  das  letzte  Waschwasser  abgegossen  ist,  dampft 
man  den  Rest  der  Flüssigkeit  auf  dem  Wasserbade  ab, 
glüht  dann  das  Zentrifugenröhrchen  auf  langsam  heißer 
werdender  Flamme,  überführt  das  noch  heiße  Röhrchen 
in  einen  E.xsikkator,  läßt  dort  erkalten  und  wiegt.  Die 
.Menge  des  gebildeten  Bariumsulfats,  ermittelt  aus  dem 
Gewicht  des  Zentrifugenröhrchens  leer  und  nach  Be¬ 
endigung  des  \’ersuches,  multipliziert  mit  0,1  ß7ß  ergibt 
die  Menge  des  Gesamt.schwefels  in  der  für  die  Analyse 
angewandten  Substanzmenge.  Die  Umrechnung  auf  die 
gesamte  Trockensubstanz  bei  Anwendung  eines  aliquoten 
leils,  ferner  die  Umrechnung  anf  Schwefelgehalt  in  der 
feuchten  Organmasse  erfolgt  nach  den  gewöhnlichen 
Regeln. 


Bestimmung  der  Gesamtsulfate. 

l’iii^efähr  .')  ^  des  frischen  Organs  werden  in  einer 
Schale  (ilnreh  Scliere  oder  .Messer)  zerkleinert,  darauf 
durch  Einstellen  der  Schale  in  eine  Kaltcniisehung  oder 
durch  flüssige  Luft  oder  Kohlensäure  gefroren  und  mit 
einem  .Mörser  fein  zerrieben.  Man  überführt  in  einen 
.')()-ccm-Mel3kolbcn,  sinilt  mit  Wasser  nach,  bis  das  \'o- 
luinen  ungefähr  d.ä  ccm  beträgt,  gibt  10  ccm  einer  2()%igen 
Trichloressigsäuvelösung  zu,  mischt,  füllt  zur  Marke  auf 
und  filtriert  oder  zentrifugiert.  Von  dem  meist  gefärbten 
Filtrat  werden  10  ccm  mit  einigen  Tropfen  konzentrierter 
Permanganatlösung  und  einigen  Tropfen  Perhydrol  zwecks 
Entfärbung  versetzt  und  aufgekocht.  Es  werden  dann, 
wie  S.  27  für  Harn  beschrieben,  1  ccm  n  10  HCl  zu¬ 
gesetzt  und  erhitzt,  bis  noch  ungefähr  1  ccm  Rückstand 
bleibt.  Dieser  wird  in  15  ccm  n  10  H('l  gelöst,  anderseits 
eine  Kontrollösung  hergestcllt  aus  1  ccm  Standardlösung 
mit  0,1  mg  S  mit  1.)  ccm  n  10  HCl  und  beide  Lösungen 
mit  NaOH,  Gelatine  und  Bariumchlorid  versetzt.  Nach 
15  Minuten  wird  im  Nephelometer  verglichen  und  die 
Berechnung  in  üblicher  Weise  durchgeführt. 

Bestimmung  des  Eisens. 

Man  verfährt  in  gleicher  Weise,  wie  für  Blut  (S.  86) 
angegeben.  Man  kann  die  .\nalyse  in  der  allgemeinen 
.\schenlösung  \-ornehmen  und  in  einem  alicpioten  Teil 
derselben  die  Bestimmung  durchführen.  Sonst  wiegt  man 
eine  entsprechende  älenge  im  Wägegläschen  ab,  gibt  dazu 
eine  gemessene  .Menge  von  konzentrierter  Schwefelsäure  und 
läßt  über  Nacht  stehen.  Dann  überführt  man  (iuanlitati\' 
unter  Nachspülen  mit  Wasser  in  einen  Mikrokjeldahlkolben. 
\-erascht  wie  S.  87  angegeben  unter  Zusatz  xon  Wasser- 
>toffsupero.\yd  und  macht  in  einem  alicpioten  Teil  der 
aufgefüllten  I.ösuug  die  kolorimetrische  .\nalyse,  wobei 
darauf  zu  achten  ist,  daß  zur  W'rgleiehslösung  '  -  der 
Schwefelsäuremenge  zugefügt  werden,  die  in  der  zum 
kolorimetrischen  Wrgleich  verwandten  Wrsuchs-Eösung 
enthalten  waren,  da  der  Säuregehalt  füi'  die  .\usbildung 
der  Khodan-h.,isen-h ärbung  \'on  großer  Bedeutung  ist. 


Eisen  ist  ein  sehr  verbreitetes  Element,  das  sich  auch 
\ielfach  als  \'ernnreinignng  von  Reagentien  findet.  Diese 
sind  daher  sorgfältig  zn  prüfen. 


Blutuntersuchung  durch  Gasanalyse. 

a)  Bestimmungen  mit  der  Barcroftschen  Methodik. 

Die  hier  zunächst  zn  beschreibenden  gasanalytischen 
.Messungen  beruhen  anf  der  Messung  des  freigesetzten 
( lases  mit  Hilfe  eines  ^Manometers,  welches  das  (iefäß 
mit  der  zn  analysierenden  Lösung  nnd  ein  gleich  großes 
Kontrollgefäß  mit  gleichem  Elüssigkeitsinhalt  \’erbindet. 
Sie  werden  im  großen  oder  kleinen  IMircroftschen 

.\pparat  vorgenommen.  Der  grö¬ 
ßere  (s.  .\bb.  21)  besteht  aus  zwei 
Flaschen  von  Eiform  gleicher  Größe, 
die  ungefähr  2.0  ccm  enthalten  und 
auf  0,1  ccm  übereinstimmen  müssen. 
Diese  dienen  zur  .Aufnahme  der 
zu  analysierenden  Substanz.  \'er- 
bunden  werden  diese  Flaschen  durch 
ein  Manometer  (h.  f),  das  ans  einer 
Kapillare  von  ca.  1  mnr  Durch¬ 
messer  besteht,  deren  beide  Enden 
durch  Dreiweghähnc  (i,  e)  entweder 
mit  der  .Außenluft  oder  den  Elascheu 
kommunizieren.  Die  \’erbindung 
.uih.  21.  dieser  mit  dem  Manometer  erfolgt 

durch  ein  Kopfstück,  das  folgender¬ 
maßen  konstruiert  ist  (s.  .Abb.  22  nach  Straub). 
!u  die  Kuppel,  auf  welche  die  Flasche  von 
unten  her  luftdicht  aufgesteckt  werden 
kann,  ist  ein  kleines  Glasrohr  eingeschmolzen, 
das  ca.  0,ß ccm  Flüssigkeit  faßt.  Das  untere  Rohr 
ende  mündet  durch  ein  Loch  frei  auf  die.Außen- 
■j-j,  Seite  der  Kuppel.  W’inl  die  h'lasche  aufgesteckt. 


.\hl>. 


SD  ist  iH'i  .uewöluiliclicr  Stclliin,^  dieses  Loeli  (liiirli  den  Ida- 
schenhals  verselilossen.  An  einer  Stelle  jedDcli  hat  der  Ida- 
sehenhals  eine  Anshnehtnn.y;:  dreht  inan  die  Idaselie  so,  dalJ 
ilie  (Mlnini!^^  des  Rolires  auf  diesen  Teil  fällt,  so  kann  Idiissif^- 
keit,  welche  in  dem  Rohr  enthalten  war,  ansfließen  nnd 
■■'ic h  mit  dei  in  der  Masche  bereits  xorhandenen  mischen. 
Oben  hat  die  Knppel  eine  mit  einem  ('da.sstoplen  gasdicht 
verschließbare  ()ffnung,  durch  welche  man  das  Rohr 
von  oben  her  mit  fülle  einer  feinen  Pipette  fällen  kann. 

Das  .Manometer  liegt  auf  einer  Skala  ans  Spiegelglas, 
so  daß  bei  der  .Vblesung  parallaktische  Fehler  vermieden 
weixlen.  Das  Manometerrohr,  das  ganz  rein  nnd  trocken 
sein  nud3,  wird  mit  Nelkenöl  gefüllt,  nnd  zwar  verwendet 
man  znm  Füllen  das  untere  Mittelstück  g,  in  welches 
man,  nach  Her.stellnng  der  Kommunikation  der  Mano¬ 
meterenden  mit  der  Anßenlnft,  die  Sperrflüssigkeit  ein- 
lüllt.  Man  gibt  so  viel  Ü1  herein,  daß  nach  Wrschlnß 
des  Stopfens  bei  g  (('.nmmistopfen,  noch  mit  Paraffin 
zu  dichten)  das  Niveau  ungefähr  in  halber  Höhe  der  Skala 
steht.  Neuere  Apparate  haben  hier  ein  Steigrohr,  das 
ungefähr  m  halber  Höhe  mit  einem  Hahn  verschlossen 
wird.  Uber  diesem  befindet  sich  eine  trichterähnliche 
Ausbuchtung,  durch  welche  das  Einfüllen  des  Üls  erfolgt. 

hur  noch  kleinere  Mengen  dient  ein  .Apparat,  bestehend 
aus  einem  Manometer  von  (),,'>  mm  Durchmesser,  das 
ebenfalls  auf  einer  Spiegelglasskala  montiert  ist.  .Am 
oberen  Ende  beider  .Schenkel  sind  ebenfalls  Dreiwege- 
hähne  angebracht,  so  daß  das  Manometer  einmal  mit 
dei  fieien  Luft,  das  andere  Mal  mit  einem  .Ansatzstück 
korres]X)ndiert,  an  das  eine  kleine  Flasche  (.Abb.  ßßa)  durch 
einen  Schliff  aufgesetzt  werden  kann,  ln  ihre  untere 
Höhlung  y  wird  das  zu  bestimmende  Material  eingcfüllt 
in  die  obere  der  Zusatz;  durch  einfaches  Umdrehen  der 
Masche  am  Ansatzstück  (Abb.  23b)  wird  die  obere  Flüssig¬ 
keit  in  die  untere  hercin- 
gegossen,  so  daß  die 
Reaktion  \'or  sich  geht. 

Die  beiden  Maschen 
müssen  ganz  gleich  sein, 
was  sich  ja  aus  der  in 

1‘incMSScii.  Mikrunu-thiKlik.  (',.  .\iifl. 


Anwcnduni^  kommenden  Differenzmethodik  als  umim- 
^änglich  ergilit.  Zum  hüllen  der  oberen  Hdlilung  benutzt 
man  zweckmäßig  etwas  rund  gebogene  Pipetten  (Abb.  2  I ), 
Die  Füllung  auch  dieses  Apparates  erfolgt  mit  Nelkenöl 
oder  mit  einer  Mischung  aus  <S()  Teilen  Amylalkohol  und 
20  Teilen  reinstem  Olivenöl.  Man  gibt  mit  einer  Kapillar¬ 
pipette,  die  man  bis  zu  der  X'erengerung  des  Rohres  in  das 
Manometerrohr  der  einen  Seite  (x  in  Abb.  20)  einführt, 
etwas  Ol  herein,  während  der  Hahn  des  an¬ 
deren  Manometerrohrs  geschlossen  ist.  Nach 
Herausziehen  der  Pipette  öffnet  man  diesen 
Hahn  vorsichtig  so  weit,  daß  das  Öl  in  das 
Kapillarrohr  eintreten  kann  und  gerade  noch 
die  untere  Biegung  füllt.  Man  schließt  den 
Hahn  wieder  und  entfernt  nun  mit  Hilfe  von 
Fließpapier  den  t'bcrschuß  von  Öl,  der  sich  noch 
in  den  weiteren  Teilen  befinden  sollte,  sehr  sorgfältig;  man 
öffnet  dann  den  Hahn  der  anderen  Seite  wiederum,  worauf 
sich  das  Öl  in  den  beiden  Schenkeln  horizontal  einstellt  und 
die  Menisken  ungefähr  in  der  Mitte  der  Skala  liegen. 

Wenn  man  auch  für  die  Barcroftschen  Apparate  eine 
Konstante  für  jede  Art  der  Bestimmung  eruieren  kann, 
indem  man  z.  B.  die  Menge  Sauerstoff  mißt,  die  aus  einer 
gewissen  Menge  Wasserstoffsuperoxyd  entsteht,  oder  den 
bei  der  Zersetzung  einer  bestimmten  Menge  Harnstoff 
entstehenden  Stickstoff,  so  empfiehlt  es  sich  doch  eher, 
für  die  benutzten  Apparate  eine  Konstante  festzustellen, 
die  man  für  alle  Zwecke  gebrauchen  kann,  vorausgesetzt, 
daß  die  F'lüssigkeitsmenge  in  den  Pdaschen  die  gleiche 
bleibt.  Diese  Konstante  muß  aussagen,  wieviel  Millimeter 
Ausschlag  einer  bekannten  Gasmenge  entsprechen.  Am 
besten  eignet  sich  hiefür  die  Methode  von  Münzer  und 
Neumann.  Diese  Bestimmung  erfolgt  folgendermaßen 
(s.  Abb.  21):  An  den  einen  Schenkel  des  Manometerrohrs, 
für  dessen  Pdasche  man  die  Konstante  bestimmen  will, 
wird  durch  ein  zweimal  rechtwinklig  gebogenes  Kapillar¬ 
stück,  das  durch  einen  Hahn  d  mit  der  Außenluft  kommuni¬ 
zieren  kann,  und  durch  zwischengeschaltcten  Druck¬ 
schlauch  eine  Meßpipette  C,  in  '  ,,)i»  ccm  geteilt  und  genau 
kalibriert  (wenn  man  nicht  eine  solche  Pipette  erhalten 


.-\bt).  i:>. 


kann,  innß  inan  >i('h  i'inc  xnrhandniu'  seihst  rii-|ien,  dainil 
man  j,;enan  weih,  welchem  Xolnmen  ein  l'eilst rieli  enl- 
"Itiichl)  ani^esetzt,  deren  anderes  ICnde  dmadi  einen  Di  nck- 
-ehl.uieli  1)  mit  dem  Xix'eanrohr  1)  x'erhnnden  ist.  Meß- 
l'ipelte  mul  Nix'eanrolir  dürfen  nieht  kapillar  sein  und 
üenan  .rtleiehe  innert'  Weite  haben.  In  ('  und  1)  und  das 
verhiiulende  Sehlanchst  ück  wird  Wasser  ein.i^efüllt ,  so 
dd.f  tlie  Pipetten  nn.uefähr  bis  zur  halben  1  b'.he  i^mfüllt 
sind.  Die  Maschen  wurden  torher  mit  der  Men^m  Wasser 
üelüllt,  die  der  später  beim  Wrsnch  .uebranchten  Müssi.t^- 
keitsmenrte  cntsjuicht.  Die  Hähne  i,  e,  d  werden  f^efiffnet, 
D  wird  so  weit  gesenkt  --  die  ganze  Apparatur  Irefiudct 
sich  dauernd  im  Wa.sserbad  — ,  daß  der  .Meniskus  im  unteren 
1  eile  Mui  (.  steht.  Xaclidt'm  sich  mi  ganzen  .Apjiarat 
-Atmosjihärendruck  eingestellt  hat,  wird  durch  Schließen 
der  Hähne  i  und  d  die  Wubindung  dieser  mit  der  .Viißen- 
luit  aufgehoben:  während  der  .Manometer schenke!  f  an- 
danernd  durch  Hahn  e  mit  dem  Kapillarstück  n  kommuni¬ 
ziert,  der  .Meniskusstand  in  den  beulen  Schenkeln  h  und  f 
nnd  der  Kichpipette  C  notiert;  darauf  wird  das  Nix’eau- 
loln  D  gehoben,  bis  im  Manometer  die  gewünschte  Xiveau- 
diffcienz  auftritt,  Hahn  e  wird  geschlossen  und  D  so  weit 
gc.senkt,  daß  der  Whisserstand  in  ihm  und  ('  gleich  hoch 
ist.  Die  Differenz  der  beiden  Pipettcnablesungen  vor 
und  nach  dem  \  ersuche  gibt  das  \ä)lumen  des  eingepreßten 
(lases  unter  den  herr .sehenden  Temperatur-  und  Druck¬ 
verhältnissen.  Diese  Zahl,  dividiert  durch  den  Xic'eau- 
unterschied  im  .Manometer,  liefert  die  Konstante. 

Beispiel:  Birnenvolumen  abzüglich  der  Füllung  (Raum 
der  Birne  •-  Kapillarschaltung  bis  zum  Nelkenöl)  2  l,3.ß  ccm. 

Fingepreßtes  Höhendifferenz 

Liiftvolnmen  im  .Manometer  Konstante 
emm  nun 


10(1 
1  ß<S 
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2(1 1 
21)1 
2(17 


Mittelwert  von  k 


11* 


l()l 


Bei  Berechnungen  ist  folgendes  zu  beachten: 

Die  Konstante  ist  unabhängig  von  der  Temperatur, 
abhängig  dagegen  —  außer  von  dem  Flüssigkeitsinlialt 
der  Flaschen  -  vom  Luftdruck.  Für  genaue  .Messungen 
ist  es  zweckmäßig,  k  für  verschiedene  Drucke  zu  bestimmen 
und  die  Werte  graphisch  aufzuzeichnen.  Man  erhält  eine 
gerade  Linie,  aus  der  man  den  gesuchten  Wert  ohne 
Schwierigkeit  entnehmen  kann. 


Für  jedes  Fülhmgsverhältnis  muß  die  Konstante  natür¬ 
lich  neu  bestimmt  werden.  Es  ist  zweckmäßig,  die  Kon¬ 
stante  für  verschiedene  Füllungen  zu  bestimmen  und  die 
Resultate  graphisch  aufzutragen.  Man  erhält  dann  eben¬ 
falls  eine  gerade  Linie,  aus  der  man  die  gesuchten  Werte 
für  k  bei  verschiedenem  Flüssigkeitsgehalt  entnehmen  kann. 

Die  Bestimmung  für  k  ist  in  der  gleichen  Weise  für 
die  zweite  Flasche  zu  wiederholen.  Sind  die  Konstanten 
für  die  beiden  Flaschen  gleich  oder  fast  gleich,  was  bei 
gut  gearbeiteten  .\pparaten  die  Regel  ist,  nimmt  man 
das  IMittel  für  beide  Flaschen,  sonst  muß  für  jede  Flasche 
ihre  Konstante  eingesetzt  werden. 


\'(m  manchen  Fabrikanten  (z.  B.  Bleckmann  cS:  Burger, 
Berlin)  werden  den  .Apjxrraten  die  für  die  Eichung  not¬ 
wendigen  Daten  beigegeben,  und  zwar  1.  der  Inhalt  der 
Flasche  einschließlich  Kapillare  bis  zum  Hahn  und  2.  eine 
Konstante  b.  Die  Konstante  der  Flasche  Irercchnet  sich 
dann  aus  der  Formel 


Konstante 


b. 


wobei  V  den  Inhalt  der  Flasche  in  ccm  (angegebener 
Inhalt  —  Füllung),  p  den  Druck  des  Nelkenöls  ^  10  000 
gesetzt  (für  Petroleum  ist  12  000  einzusetzen),  b  eine 
gewisse,  für  jede  Flasche  charakteristische  Zahl,  z.  B. 
0,(S(S2  ist.  War  der  Inhalt  der  leeren  Flasche  28  000  emm, 
die  h'ülhmg  8200  emm,  so  würde  sich  die  Konstante  für 
diese  Füllung  bei  dem  angenommenen  Wert  für  b  und 
Füllung  mit  Nelkenöl  berechnen  zu 
28  000-  ,1200  ^  ^ 

10  000 


Diucli  diese  An^ahen  wird  die  I ’>ere(  liiuiiit;  erhelilic  ii  \-ei  - 
einlaeht . 

Die  I'.ieliuiii;  des  kU'iiien  Piarerol t sehen  Ai)par,ites  erf()l;j;t 
in  r:enau  d'.'V  j^U'ieiien  Weise. 

Bt'i  d  ai  später  zn  sehilderiKlen  \\'r>iiehen  !j;ibt  das 
Produkt  Xi\  eaiulil  tcMcnz  •  Ikonstante  hei  dein  iL^eeieht en 
Apjiarat  das  \  oluinen  des  in  dc-r  mit  einer  hestinnnten 
Meinte  Idüssirtkeit  hesehickten  P)irne  entwiekrlten  (lases 
unter  den  herrschendim  Luftdruck-  und  remperatiir- 
verliältnissen  an.  Die  Reduktion  dieses  Wertes  auf  0  (ivad 
und  /hl)  Ul  n  erloli^p  nach  (h'r  liekannten  l'ormel 

n  .  . 

,  , , - hiebei  bedeutet  \’  das  bereits  mit  Hilfe 

/lil)  (1  t) 

der  Konstanten  festi^estellte  \’olumen,  ])  den  Luftilriiek, 
t  die  lemperatur  und  (c  den  Ansdehnune;skoeffizienten 

der  (iase  — 

Die  i^uisanaly tischen  Messungen  erfordern  eine  Reihe 
\on  \h)rsichtsmaljnahmen.  Alle  Hähne  sowie  die  Glas¬ 
schliffe  zum  Ansatz  der  Maschen  sowie  sonstige  Schliffe 
müssen  i^ut  gefettet  werden,  damit  kein  Chis  auf  falschem 
W  ege  entweichen  kann.  I-,s  soll  für  diesen  Zweck  gutes 
-Minerallett  (sog.  Halm-hett)  verwendet  werden;  es  ist 
nur  in  dünner  Schicht  aufzutragen:  zu  starkes  h'etten 
erzielt  ott  die  der  gewünschten  entgegengesetzte  Wirkung. 
Richtig  gelettete  Schliffe  erscheinen  durchweg  dunkel; 
helle  hh’cken  zeigen  Stellen  an,  die  niclit  dicht  antein- 
andei liegeii.  Maschen  usw.  müssen  aor  der  Beschickung 
mit  den  Lösungen  ganz  trocken  sein.  Die  h'üihmg  beider 
Maschen  muß  stets  gleich  sein,  da  bei  a’ersi'hiedencm 
\  olnmen  sich  die  Konstante  ändert.  Zum  Abmessen 
müssen  genau  kalibrierte  Pipetten  aanwendet  werden, 
sie  müssen  in  jedem  Ausmal.5  bis  zum  kleinsten  (0,1  ccm 
geteilt  in  (),001  ccm)  \orhanden  sein. 

b)  Modifikation  der  (tasanalyse  nach  Barcroft 
von  V'erzär. 

l  m  die  Be'stimmimg  der  ,, Konstanten“  bei  den  Barcroft- 
sciieii  Apparaten,  wt'lche  immerhin  einige  Schwierigkeiten 
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machen  kann,  zu  x’ermeiden,  hat  \'crzar  folji^ende  Modifika¬ 
tion  angegeben  (Abb.  2.)). 

Die  eine  Seite  des  Barcroftschen  Manometers  ist  mit 
Hilfe  eines  gebohrten  \der\vegehahnes  und  einer  Gummi¬ 
verbindung  mit  einer  Pipette  verbunden,  welche  0,6  ccm 
(300  cmm),  sehr  genau  in  0,001  cmm  graduiert  (erst  zu 

eichen!),  faßt.  Diese  I’ipette  erhält 
an  ihrem  unteren  Teil  eine  Fort¬ 
setzung  in  horm  eines  zweiten,  mit 
ihr  U-förmig  verbundenen  Schenkels. 
Dieses  U-förmige  Rohr  wird  ebenso 
wie  das  Manometer  des  Barcroft- 
Apparates  mit  Öl  gefüllt.  Der  nicht 
mit  dem  Manometer  verbundene 
Schenkel  des  U-förmigen  Rohres  trägt 
oben  eine  Gummikappe,  welche  durch 
eine  Schraube  mehr  oder  weniger 
zusammengequetscht  werden  kann. 
\Trzär  verbindet  diese  Schraube  mit 
Hilfe  eines  wagrechten  Stückes  mit 
der  zweiten  Schraube  bei  den  älteren 
Modellen  der  Barcroft Apparate,  welche 
in  \Trbindung  mit  dem  Einfüllschenkel 
des  Manometers  steht  und  das  Niveau 
in  diesem  zu  verstellen  gestattet.  Durch  die  am  äußeren 
Schenkel  des  L  -Rohrs  vorhandene  Schraube  kann  man  in  der 
0,3-ccm-Pipette  das  ()lni\'eau  beliebig  \’erstellen.  Das  Prinzip 
des  Arbeitens  mit  dem  Apparat  ist  das  folgende:  Man 
läßt  in  üblicher  Weise  im  Barcroft-Manometer  eine  Niveau¬ 
differenz  entstehen  und  gleicht  dieselbe  durch  \’cränderung 
des  Öl-Niveaus  in  der  0,3-ccm-Pipette  aus.  Die  Differenz 
zwischen  dem  Stand  des  Öles  in  der  Pipette  \()r  und  nach 
dem  Versuche  gibt  direkt  die  entwickelten  bzw.  ab.^orbierten 
Kubikmillimeter  Gas. 

Man  arbeitet  mit  dem  Ajiparat  auf  folgende  Weise.  Der 
rechte  Hahn  (also  der  X'ierwegehahu)  steht  zunächst  L: 
m  dieser  Lage  wird  das  Pipetteuniveau  bei  Lultilruck 
eingestellt.  Dann  wird  er  |  gedreht  mul  mm  das  Differen¬ 
tialmanometer,  welches  auch  durch  den  anderen  Halm 
mit  der  Außenluft  kommuniziert,  bei  Luftdruck  eingestellt. 


Die  (lor  cilövmigen  Ansatzlhisrlu'ii,  die  ^cnaii 

gkMrluMi  Inhalt  halben  müssen,  eviolgl  mit  j,;k‘ic'lu'n  Meiif^nm 
Flüssigkeit,  mul  7,\var  kommt  die  Wm snchslösnng  stets 
in  die  der  Meüpipette  benachbarte  h'lasche.  Ist  nach 
.”)  Minuten  \'cr\veilens  im  W'asserbatl  Tem))eratnransgleich 
erfolgt,  was  durchaus  nach  den  früher  crdrterten  Prinzdpien 
geschieht,  wird  der  linke  Hahn  des  Barcroft -Apparates 
7,11, gedreht  und  der  rechte  gestellt,  so  daß  er  in 

keiner  Richtung,  weder  nach  dem  Manometer  noch  nach 
der  Pipette  hin,  geöffnet  ist.  Jetzt  werden  die  Stellungen 
des  ()les  in  den  beiden  Manometerrohren  und  in  der  Pipette 
abgclescn  und  notiert.  Darauf  wird  in  üblicher  Weise 
durch  Schütteln  bzw.  Zuflicßcnlassen  der  betreffenden 
Flüssigkeit  die  Analyse  ans, geführt,  wobei  im  Diffcrential- 
manometer  natürlich  eine  Druckdifferenz  entsteht.  Man 
stellt  den  \’icrwe, gehahn  nun  |  ,  daß  Differentialmano¬ 

meter  und  Pipette  miteinander  verbunden  sind,  und  ilreht 
jetzt  die  Schraube,  welche  das  mit  der  Meßpipette  kommuni¬ 
zierende  U-Rohr  abschließt,  so  lange,  bis  in  den  Schenkeln 
des  Differcntialmanoineters  der  gleiche  Stand  erreicht 
ist,  wie  er  vor  der  Anstellung  der  Analyse  bestand,  also 
im  allgemeinen  gleich  hoher  Stand  in  den  beiden  Schenkeln. 
Fs  wird  nunmehr  der  Staiul  des  Öles  an  der  Meßpipette 
ab,gelescn:  die  Differenz  zwischen  Ablesung  vor  Anstellung 
des  Versuches  und  nach  Wusnch  gibt  direkt  das  entwickelte 
tiasvolumcn  an. 

Die  anfängliche  Kinstcllnng  des  Ölnivcaus  in  der  Meß- 
pipettc  richtet  sich  danach,  ob  man  eine  Gasbildung  oder 
eine  ( iasabsorption  erwartet.  Im  ersteren  Falle  ist  das 
Olnivean  mit  Hilfe  der  rechten  Schraube  auf  den  oberen 
Teil  der  Skala  einznstellen,  bei  erwartetem  Gasverbrauch 
dagegen  auf  den  unteren  Teil  der  Skala  der  Meßpipette. 

Man  kann  mit  dem  .Xpparat  auch,  wenn  nOtis.  (tasvolumina 
bestimmen,  welche  f<röOer  sind,  als  der  l’ijiettenskala  cnts])richt. 
Das  ist  z.  H.  möglich  bei  CO ,-Destimmungen,  wenn  eine  größere 
Hhumenge  genommen  wurde,  als  älili  emm  CO.,  entspricht.  1  ii 
soll  hem  Falle,  der  jedoch  besser  c-ermieden  wird  und  in  dem  es 
gomdsätzlich  zweckmäßig  ist,  clie  Bestimmung  mit  einer  geringeren 
Blutmenge  nochmals  zu  wiederholen,  kann  man  sich  so  helfen, 
<laß  man,  nachdem  zuerst  so  \'iel  l.uft  ausgetrieben  wurde,  daß 
das  Ol  iir  der  l'ii)ette  bis  zum  unteren  Skalenrand  reicht,  dann 


den  Halm  I  stellt,  ilas  (>1  in  der  Pipette  wieder  bis  zum  oberen 
S^nrand  hebt,  den  Hahn  wieder  p  «teilt,  noch  einmal  Gas  über- 

keine  Hrnrl  I  ff  °  "''C'lerholt,  bis  das  Differentialmanometer 
keine  Druckdifferenz  mehr  zeigt. 

Kino  Apparatur,  welche  die  Schlauclnerbindung  ver- 
meidet,  ist  in  dem  Migos-Apparat’)  gegeben  (Abb,  27), 
l)ie  Arbeit  mit  diesem  Apparat  ist  grundsätzlicli  die  gleiclie 
Durch  Schliffe  sind  folgende  3  Stellungen  mdglich : 'l ,  Ver¬ 
bindung  des  Manometerschenkels  sowie  der  Meßpipette 
mit  der  freien  Atmosphäre  —  (Stellung  bei  Einstellung 
der  Manometer).  —  2.  Verbindung  des  Manometerschenkels 
mit  der  mit  der  Blutlösung  beschickten  Birne  —  ((his- 
ent  Wicklung).  --  g.  Wrbindung  von 
iMcinometci  Schenkel  und  der  geeichten 
iMeßpipette  Itinstelhmg  der  hlüssig- 
keit  in  der  Mcßjiipette,  bis  das  ur- 
spi  üngliche  Xiveau  in  den  Manoineter- 
schenkcln  wieder  erreicht  ist.  Man  lie- 
achte,  daß  die  Reaktion  in  der  der 
Meßpipette  benachbarten  Flasche  er¬ 
folgen  muß. 

W  ie  \  erzär  besonders  her\’orhebt,  ist 
lür  die  Untersuchung  von  Blut  durch 
Gasanalyse  einerseits  eine  \'erhinderung 
der  Uerinnung  erforderlich,  anderseits 
muß  das  Blut  mit  dem  Gasgehalt  auf- 
bewahit  werden,  mit  dem  es  entnommen  worden  ist.  Für 
die  Entnahme  des  Kapillarblutes  zur  Cü.^-Bestiimmmg 
die  idethode  läßt  sich  sinngemäß  auch  für  anderes 
Blut  vei wenden  wird  (nach  X'erzär  modifiziert)  folgender¬ 
maßen  verfahren. 


Abu.  -27. 


Abbildung  2.S  zeigt  eine  Trichterpipette,  deren  Trichter 
ca.  (S  ccm,  deien  zwischen  den  beiden  Hähnen  gelegener 
K.uim  1  ccm  enthält,  welche  in  feile  \'on  (),()r)  ccm  eingeteilt 
sind;  man  kann  noch  0,01  ccm  schätzen.  Zur  Entnahme  \-on 
Kapillarblut  zur  ('( ).>-Bcstinmmng  wird  die  Pipette  bis  etwas 
über  den  oberen  Hahn  mit  {Quecksilber  gefüllt.  Man  bringt 
dann  in  den  Trichter  genau  2  ccm  (mit  der  Pipette  ai)- 
messen)  Saponin-(  itratlösiing  lolgender  Zusammensetzuug; 

b  Hersteller  Artur  Goldberg,  Prag. 


Aninidiiiak  '2,0  rein 

Nalriuinriuat  .’),() 

Saponin  (1,0  i; 

Aqua  (lestillata  ad  100  rein. 

Darüber  srliiclitet  man  2  n  in  (dner  bint  warmen  Misidinnq 

\'on  l’arafl'in  und  l’etrolütlier.  Der  Idn.qer  wird  mit  Äther 
ab,!j;ewasehen,  mit  der  Frankcsclien  Nadel  idn  Finstieh 
gemacht  und  die  Fingerknpiie  sofort  in  die  Fetrolälher- 
lösLing  getau(dit .  Der  Arm  soll  dabei  herabhängen. 

Man  läßt  im  allgemeinen  O.ß  (l.b  ccm  Hlnt  zu- 
fließen.  Dasselbe  passiert  leicht  die  Paraffin- 
Petrolätherschicht  und  wird  von  der  Sajronin- 
(  itratlösung  anfgenommen.  Durch  vorsichtiges 
Rühren  mit  einem  ( ilasstäbchcn  kann  man  die 
Mischung  des  Plntes  mit  tier  Lösung  beschleuni¬ 
gen.  Man  öffnet  mm  zuerst  den  olrcren  Hahn, 
dann  vorsichtig  tlen  unteren  und  läßt  das  üneck- 
silber  solaigge  abfließen,  bis  die  ganze  wäßrige 
Lösung  in  die  Skala  zwischen  Onecksilber-  und 


Paraffinölmeniskns  fällt.  Man  liest  mm  die  Flüssig- 
keitsmenge  zwischen  den  beiden  Menisken  ab.  Der  ■^^''' 
Wert,  abzüglich  2  ccm  der  an, gewandten  Citrat- 
losnng  entspricht  der  ans  dem  h'iipger  gewonnenen  Hhit- 
menge.  Man  läßt  dann  \-orsichtig  das  Quecksilber  abfließen, 
bis  die  Hlntlösnng  am  h^nde  der  Pipette  erscheint.  Man 
nimmt  mm  eine  Hirne  des  f  lasanalvseajqiarates,  gibt  in  diese 
eine  mit  der  Pipette  .gemessene  Menge  Sa|X)ninlösnng 
(1  oder  2  ccm)  und  schiclitet  unter  sie  die  Hlntlösnng, 
indem  man  diese  ans  der  Pijiette  solange  zntließen  läßt, 
bis  das  Paraffin  am  Auslauf  erscheint.  Da  man  die  Men, ge 
der  Hlntlösnng  e'orher  abgelesen  hat,  weiß  man  mm  genau, 
wieviel  Flüssigkeit  in  der  IFrne  enthalten  ist,  und  muß 


mm  in  die  andere  Hirne  genau  die  gleiche  Menge  \'on  Sajx min- 
losnng  hereintnn.  Die  Analyse  selbst  wiial  nunmehr  in 
der  unten  beschriebenen  Weise  dnrehgeführt. 


Bestimmung  des  Sauerstoffgehaltes  im  Blute. 

Prinzip:  Ferricyankalinm  setzt  in  schwach  alkalischer 
Lösung  ans  lackfarben  gemachtem  Hlnt  den  gesamten 
Sauerstoff  in  h'reiheit. 
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a)  Bestimmung  des  Sauerstoffgehaltes  in  mit  Sauerstoff 

gesättigtem  Blut. 

Notwendige  Reagentien:  1.  Fcnicvankalinrnlösung, 
ka  t  gesättigt  —  es  wird  so  \iel  gepulvertes  Fenicyan- 
kalium  mit  Wasser  versetzt  und  gut  durchgemischt,  daß 
noch  ein  Rückstand  bleibt  — ,  Irisch  hergestellt,  2.  Ammo¬ 
niaklösung  (1  ccm  konzentrierte  Ammoniaklösung  werden 
mit  destilliertem  \\  asscr  auf  1  1  verdünnt i. 

a)  Mit  dem  größeren  Apparat  (Konstante  für  .‘1,2  ccm 
muß  vorher  bestimmt  sein):  Man  gibt  in  jede  eiförmige 
Flasche  2  ccm  Ammoniaklösung  und  mit  einer  Pipette, 
die  man  bis  auf  den  Boden  führt,  1  ccm  clefibriniertes, 
frisches,  gründlich  mit  Luft  durchgeschütteltes  und  kurz 
vor  der  Anwendung  aufgeschütteltes  Blut  unter  die 
Ammoniaklösung.  Man  schüttelt  beide  Flaschen  gut  um, 
bi>  das  Blut  ganz  hamolysiert  ist.  Zugabe  eines  Körnchens 
Saponin  befördert  die  Flämolyse.  In  das  eine  eiförmige 
Gefäß  werden  0,2  ccm  destilliertes  Wasser  zugefügt  und 
die  beiden  gut  eingefetteten  Flaschen  angesetzt.  In  die 
Kuppel  des  anderen  Gefäßes  —  bei  Benutzung  des  Verzär- 
schen  Migos-Apparates  des  nächst  der  Meßpipette  befind¬ 
lichen  -  bi  ingt  man  0,2  ccm  berricvankaliumlösung, 
wobei  die  Flasche  .so  angesetzt  sein  muß^  daß  die  Lösung 
nicht  zum  Blut  fließen  kann,  daß  aber  durch  eine  kleine 
Drehung  der  Ausfluß  freigegeben  wird.  Man  hängt  den 
Appaiat  in  das  Wasserbad  und  öffnet  und  schließt  die 
Hähne  so  oft,  bis  der  Stand  der  IMenisken  sich  nicht  mehr 
ändert.  Man  notiert  den  Stand,  stellt  die  Hähne  so,  daß 
das  Manometer  mit  den  Maschen  kommuniziert,  und 
bringM  durch  eine  Drehung  der  betreffenden  Flasche  die 
herricyankaliumlösung  zum  Blut.  Man  schüttelt  den 
ganzen  Apparat,  nachdem  man  ihn  aus  dem  Wasser  heraiis- 
, genommen  hat,  mit  der  Hand  gründlich  durch,  hängt 
ihn  dann  wieder  ins  W'asserbad.  läßt  dessen  Temperatur 
annehmen,  liest  die  Menisken  ab,  nimmt  wieder  heraus, 
schüttelt  wieder,  hängt  wieder  in  das  Wasserbad,  liest 
wiedei  ab  und  wiederholt  dies,  bis  die  Finstellung  die 
gleiche  bleibt.  Die  Differenz  der  Menisken  abzüglich  der 
cwentuell  vor  dem  Schütteln  vorhandenen  Differenz  multi¬ 
pliziert  mit  der  Konstante,  die  aber  für  die  gleiche  Füllung 
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(hier  A.'l  ccni)  hererhiict  sein  muß,  ergilU  den  gesnehten 
Wert,  der  nnn  noeli  fiir  0"  nnd  7(10  nun  korrigiert  werden 
innß.  Bei  Wrwendnne;  des  Wnzär-  ßzw.  Mit^os-Ajrparatt'S 
stellt  inan  naeh  Wrhindnnrt  zur  Meßpijrette  den  iirsjMiin^^- 
lii'hen  Stand  in  den  Manoinetersehenkeln  her  (S.  1()7,  IßX) 
nnd  liest  an  der  Pipette  direkt  die  ('iasineipi,^c  ab. 

b)  Mit  dem  kleinen  Apparat:  ln  den  unteren  Teil  y  der 
beiden  Flaseben  wird  0,2  eem  Ammoniaklösnny  ein.yefiillt, 
darunter  je  0,1  cem  des  vorbereiteten  Blutes  pwscbicbtet. 
Man  misebt  ynt  nm,  bis  das  Blut  yanz  lackfarben  ist,  fi;ibt 
dann  in  die  obere  Mulde  x  der  einen  Flasche  mit  der 
yeboyenen  Pipette  0,0.')  ccm  Ferricvankalinmlösmifi;,  in 
die  andere  0,0.')  ccm  Wasser,  setzt  beide  b'lasehen  an, 
biinyt  in  das  Wasserbad  nnd  stellt  den  Meniskenstand 
fest,  nachdem  der  Apparat  die  Wassertemperatur  an- 
i^wnomnrcn  bat  (s.  oben).  Man  dreht  dann  das  (lefäß  mit 
der  Ferrievankalinmlösnny  so,  daß  die  Mulde  nach  oben 
steht  und  die  Ferricvankalinmlösnng  in  das  Blut  fließt 
(Abi).  ‘2ßj.  [Man  schüttelt  wieder  2  Minuten  lang,  bängt 
in  das  Wasserbad,  mißt  die  Differenz,  schüttelt  wieder 
und  verfährt  genau  wie  oben  beschrieben.  Sobald  sich 
der  Meniskennnterschied  nicht  mehr  ändert,  wird  ab- 
, gelesen  nnd  in  der  oben  beschriebenen  Weise  die  (uis- 
menge  fest  gestellt. 

Beis])iel:  Manometerstand  nach  Fintritt  des  Temperatnr- 
gleichgewichtes ; 

links  rechts 

120  mm  110,.')  mm 

nach  wiederholtem  Schütteln  (gleiehbleibend) 

01  mm  1  hS,.')  mm 

Änderung  2'.)  mm  211,0  mm 

gesamte  \’erschiebung  also  .')(S  mm. 

Konstante  k  !),0ß  (für  die  nntersnehte  Flüssigkeitsmenge) 
\'olnmen  \'  .'iß  •  ß,0ß  17()cmm  0.17()ccm. 

Die  Analvse  mit  dem  \'erzär-  bzw.  Migos-Api)arat  gibt 
direkt  die  (lasmenge  durch  Ablesung  an  der  geeichten 
Pi))ette. 

Wenn  der  \’ersnch  bei  1.7  (Irad  nnd  7.').')  mm  ansgeführt 
wurde,  ergibt  die  Reduktion  auf  0  (Irad  nnd  700  mm 


(nach  Formel  auf  S.  KT)) 

'()  t  h  1  /  (’) 


/.).) 

7C.()  •  'M''''lccm. 


Dieses  Velumer,  ist  noci,  zu  nslusier™.  we„„  die  ver- 
v.uidten  1  ipettcn  auf  einen  anderen  als  den  darauf  an- 

.Wgehenen  (.ehalt  ,t<eeicht  wurden. 

I>as  \  erfahren  dient  zut,deich  zur  Hämof^lobiu- 
bestimmnnenn  Blnl:  da  I  cem  Bim  mit  einem  Hb-(, ehalt 
\f>n  \//^^  (khmsclie  Ausdrucksweise:  lOO^^^ie)  0], Sh  ccm 
Sauerstoff  ab,ibt.  kann  :nan  aus  der  Menge  des  abgegellJilen 

2  <  en  llb-(,chalt  des  Blutes  berechnen.  In  obigem 
Beispiel  ,va' eil  (l.lliti  ccm  (1,  abgegeben.  .-Vns  dm-  rdeicinnig 
0.1.  1111  II,,:  X  folgt  ein  Hb-C.elialt  von  „ach 

klinischei  Ansdrncksweise  oder  von  15,2% 

b)  Bestimmung  der  Differenz  des  Sauerstoffgehaltes  im 
arteriellen  und  venösen  Blut. 

Für  diese  Bestimmung  muß  das  Blut  aus  der  -\rterie 
nnd  \enc  so  entnommen  werden,  daß  es  ohne  Beriihrung 
mit  der  Luft  unmittelbar  in  die  Fläschchen  des  Apparates 
imeifnhrt  werden  kann.  Hiezu  wird  es  mit  Spritzen 
die  für  die  betreffende  Menge  geeicht  sind,  direkt  aus  der 
\cne  unef  Artcne')  entnommen:  durch  Finb  ingen  einer 
kleinen  Menge  (2  -.ß  mg)  feinst  gepulverten  Kaliumo.xalats 
in  die  Kanüle  wird  eine  (ierinnnng  des  aufgesaugten  Blutes 
\'erhindert. 


-Man  bringt  m  jede  Fla.sche  2  ccm  lizw.  0,2  ccm  Ammoniak¬ 
lösung,  nachdem  man  dafür  gesorgt  hat,  daß  jede  Spur 
von  Imrricyankaliiim  entfernt  ist.  Nachdem  man  die 
Kanüle  außen  gut  abgewischt  hat,  schichtet  man  iinter 
die  Ammoniaklösung  der  einen  Seite  1  bzw.  0,1  ccm 
arterielles  Blut,  aul  der  anderen  Seile  die  gleiche  Menge 
venöses  Blut,  indem  man  die  Kanüle  bis  auf  d-m  Boden 
der  Masche  führt.  Na<dulem  man  die  Ida.schen  fest  angesetzt 
lial,  stellt  man  nach  hdntritt  des  Temjieratnrgleichgewichtes 
die  Stellung  des  .Manometers  fest,  nimmt  dann  unter  Bci- 
hehaltnng  der  Kommunikation  der  Ma.schen  mit  dem 
vManometei  den  Apparat  aus  dem  Whisser  heraus,  schüttelt 
eine  Minute  lang,  hängt  in  das  Wasserbad  ein,  lie.'^t  ab, 

h  Heim  .Menschen  gelingt  dies  am  besten  ans  der  radialis. 


17;'. 


schilt  Ich  wicilcnim,  hän^t  nnchiii.ils  ein  und  wiedet  hnh 
die  Ahlcsnnii,  bis  sie  konstant  .Lteworden  ist.  Die  ^elnndeiu' 
Manoineterdifferenz  unter  F.erncksicliti^nn^^  einer 

etwai^in,  cor  dem  .\nsschiitteln  vorhandenen  —  multi¬ 
pliziert  mit  der  Konstante  k  für  das  angewandte  \’olumen 
errtiht  die  1  iifferenz  zwischen  Sauerstol It^ehalt  des  arterii'lhm 
und  c'enösen  Hintes. 

Die  Methode  nhl.U  nicht  den  Sauerstoff  des  Hamo- 
i^lohins,  sondern  den  rnterschied  des  ^msamten  Sauer¬ 
stoffs  der  beiden  Proben.  Feriu'r  wird  stillschweir,mnd 
an,!j;enommen ,  dab  arterielles  und  x'enöses  l.lut  ilic  ,e;lei(die 
Sanerstoffkajiazität  haben,  was  ni(dit  immer  der  Fall  ist. 

c)  Bestimmung  tler 

prozentualen  Sauerstoffsättigung  von  Blut. 

Diese  wird  nicht  direkt  ermittelt,  sondern  aus  der  zur 
vollständigen  Sättigung  fehlenden  Menge.  Ist  A  die 
Menge  Sauerstoff,  welche  das  Hlut  enthält,  C  die  gesamte 
Sauerstoffkapazität  und  B  die  zur  Sättigung  fehlende 
Menge,  so  ist  die  prozentuale  Sanerstoffsättigung  gleich 

100  •  ,  oder,  da  A  -  C  -  B  ist,  gleich  100  •  ^  ^  ^  . 

(■  t 

P)  wird  bestimmt,  indem  die  ganz  trockenen  und  von 
jeder  Spur  von  Ferrievankalium  freien  Flaschen  mit  2 
bzw.  0,2  ccm  Ammoniaklösung  .gelüllt  werden,  1  bzw. 
0,1  ccm  l'.lut,  und  zwar  in  die  eine  Idaschc  durch  Schütteln 
mit  Sauerstoff  c’ollständig  gesättigtes,  iu  die  andere  Flasclie 
unbehandeltes  unter  schichtet  wird.  Ferricyankalinm  wird 
jetzt  nicht  zu, gesetzt.  Die  Flaschen  werden  angesetzt,  die 
llidme  geschlossen,  nachdem  im  Wasserbad  konstante 
Temperatur  eingetreten  ist,  so  dab  die  Mauomcteralrlesuug 
unverändert  bleibt.  Darauf  wird  gründlich  durchge¬ 
schüttelt,  wobei  die  ungesättigte  Blutprobe  aus  der  Luft 
ihres  Fläschchens  Sauerstoff  aufnimmt,  und  in  üblicher 
Weise  die  Differenz  des  Manometerstandes  bestimmt. 
Die  Manometersänle  steigt  unter  diesen  \'erhältnisscn 
natüilich  auf  der  Seite  des  anfangs  ungesättigten  Blutes. 

Der  Apparat  wird  clann  ans  dem  Wasserbad  heraus¬ 
genommen  und  die  Hähne  zur  .\ubenluft  geöffnet.  Ix  i 
dem  grö.beren  Apparat  sidbst verständlich  nach  ent- 
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sprechender  Slellunf^  der  Flaschen,  daß  niclits  herein 
fließen  kann  ni  die  eine  Kuppel  0.2  ccm,  bei  dem  kleinen 

77  ""■'-■'te  Hascht-  kommt  die  Gleiche 

.  mtko  W  asscr.  Nach  Fcststt-Ih.ng  des  Manometerstamles 
Rt-Ki.  .ertmg  dcsselhc,  dm-ch  wiederholtes  Offne” 
md  Schließen  der  Hähne  zur  Anüenlnlt  wird  tite  "  7 
imdiinK  des  Jlanometcrs  znm  Flaselieninhalt  herKest'ellt 
ach  konstanter  F.instellnng  durch  Drehung  der  Fdascheii 
e  l  euicyankahumlosnng  mit  dem  Bhit  gemischt  wie 
S  1/0  angegeben.  2  Minuten  stark  geschüttelt  in  d- s 
Wasserbad  eingehängt,  die  Manometerdifferenz  abgelesen 
imd  diese  Prozednr  so  oft  wiederholt,  bis  die  beiden  letzten 
A  Icsimgcn  miteinander  übercinstimmen. 

''''  Diflerenzmethode 

sow  Deduktion  mit  Hilfe  der  Konstanten 

WMr  bei  de,  Temperatur  nnterbleibcn. 

ai  bei  dei  Differenzbestimmimg  von  B  die  Manometer- 

diflerenz  b  mm,  bei  der  Bestimmung  von  f  c  mm  so 

bciechnet  sich  die  prozentuale  Sättigung  nach  der  oben 

angegebenen  Immicl  einfach  zu  100  •  ~ Prozent 

Beispiel:  Wdir  die  Manometerdifferenz  bei  der  Be 
Mimmiing  von  B  19  mm,  bei  der  ^’on  C  58  mm,  so  ergibt 

-sich  die  prozentuale  Sättigung  zu  100  •  ^  07  .,0/ 

Bestimmung  des  Kohlensäuregehaltes  des  Blutes. 

Prinzip:  Aus  dem  durch  F'erricvankalium  sauerstofffrei 
.gemachten,  hämolysicrtcn  Blut  wi,d  durch  W'einsäure 
ciie  Kohlensäure  ausgetrieben. 

.  I^C'^Sentien:  1.  Ammoniaklösung 
fs.  1/0),  Fenicyankahumlosung  (s.  ebenda);  ß  Wein- 
sanrelosung  20%,  bei  Anwendung  der  \'erzär-Methode  50°;,. 

Man  gibt  in  die  beiden  Flaschen  je  2  ccm  bzw  0  ccm 
Ammomaklo.sung  ((  (Vfrei)  und  schichtet  darnntcr  vor¬ 
sichtig  auf  der  einen  Seite  0,5  bzw.  0,1  defibnniertes  Blut 
(s.  oben),  in  das  andere  Fläschchen  die  gleiche  Menge 
<),-cembzw.  I  OM-')  ccm  destilliertes,  C().,-frei  gemachtes 


Wasser  (das  Wassei'  ist  xoiiier  lmU  aiisziikoeheii  iiiid  in 
einer  mit  einem  Sieherheit  sx'ersehhiB  \(»n  N.itronkalk 
versehenen  l-'lasehe  anlznbewahren).  Das  (ielab  init  dem 
Idtit  wird  ,e:nt  nmitesi'liültell ,  so  daß  es  lackfarhen  wird 
(Krof^h  empfiehlt  Zusatz  \'on  wenig  Sa]i()nin  znr  Defördernng 
der  Ihimolvse);  man  aehtet  l)ei  dem  h'läsehelien  des  kleinen 
.\))j)arates  daranf,  daß  die  obere  Mtilde  nicht  benetzt 
wild.  Man  gibt  zn  dem  mit  Blnt  beschi(d<ten  h'läsidudien, 
naehdcm  die  llamoh'se  beendet  ist,  0,2  ccm  bzw.  einen 
Trojden  h'errievankalinmlösnng  nnd  scdtüttelt  bis  ztir 
vollständigen  Anstreibtmg  des  Sauerstoffs.  Am  großen 
Apparat  setzt  man  mm  die  Flaschen  nach  Fettnng  der 
Schliffe  an  tmd  hängt  in  das  Wasserbad.  Die  h'laschen 
sind  so  zti  drehen,  daß  das  Ktipjudrohr  mit  der  Flasche 
nicht  in  \'erbindnng  steht.  Man  giltt  in  das  Ktippelrohr 
der  Seite,  welche  das  Bhit  enthält,  0,2  ccm  einer  20‘X,igcn 
Weinsänreh'fsung,  läßt,  wenn  die  Temperattir  des  Wasser¬ 
bades  angenonmren  ist  nnd  die  IManometerstcllimg  sich 
nicht  mehr  ändert,  die  \Mrbindtmg  des  Manometers  mit 
den  Flaschen  bestehen  nnd  dnreh  Drehtmg  der  betreffenden 
Flasche  die  Weinsätire  ztim  Blnt  fließen,  schüttelt  tm- 
gefähr  .ä  Minnten  durch,  hängt  wieder  in  das  Wasserbad, 
liest  die  Manometerdifferenz  ab  nnd  wiederholt  dies  mit 
Ansschütteln  nnd  Einhängen,  bis  die  IManometerablesung 
konstant  geworden  ist. 

Bei  dem  kleinen  Apjrarat  wird  ganz  cntsjrrcchend  \-er- 
fahren:  Man  gibt  in  die  obere  IMnlde  des  das  Blnt  ent¬ 
haltenden  Fläschchens  nach  Anstreibnng  des  ()2  0,00  ccm 
W  einsäurc,  setzt  an  nnd  läßt  nach  konstanter  Finstellnng 
des  Manometerstandes  im  Wasserbad  die  Sänrelösnng 
znm  Blute  fließen.  Dnrchschütteln  und  weitere  Behand¬ 
lung  erfolgt  ebenso  wie  im  großen  Apparat. 

Beim  Schütteln  Oes  Blutes  mit  Weinsäure  bilden  sich 
durch  Koagulation  leicht  Klumpen;  cs  ist  daher  auf 
schnelles,  ausgiebiges  Schütteln  zu  achten. 

1-fenutzt  man  die  \'erzärschc  Trichterpipette  (S.  IßS), 
so  ist  folgendes  zn  berücksichtigen;  Man  läßt  in  beide 
Birnen  bei  der  Reaktion  W'einsänre  hercinfließen,  um 
einen  Fehler,  der  sich  durch  Farbonatgehalt  der  Saironin- 


Citratlosung  cinschlcichen  könnte,  zn  vermeiden.  Hat 
man  vorher  festgestcllt,  daß  diese  I.ösnng  absolut  carbonat- 
tiei  ist,  criibiigt  sich  diese  Vorsichtsmaßregel. 

Da  die  Saponineil ratlösnng  alkalisch  ist,  ist  znm  Frei¬ 
setzen  des  CÜ2  eine  stärkere  Weinsänrekonzentration 
notig:  man  verwendet  eine  öO^'j^ige  Lösung. 

Die  Berechnung  erfolgt,  wie  für  die  Oo-Bestimmnng 
angegeben,  unter  Anwendung  der  —  für  das  Volumen 
geltenden  Konstanten,  bei  Verwendung  des  Verzär- 
und  Migos-Apparates  nach  einfacher  Ablesung  und  Re¬ 
duktion  auf  7()()  cm  und  0  Grad. 


Bestimmungen  mit  der  van  Slykeschen  Apparatur. 

Der  von  van  Slyke  angegebene  Apparat  (Abb.  29,  S.  177) 
ist  folgendermaßen  konstruiert.  Der  große  Pipettenraum  Ci 
setzt  sich  nach  obenhin  in  einen  stark  verengten  Teil 
und  weiterhin  in  einen  fast  kapillaren  Teil  fort.  Der 
(iesamtraum  von  einer  am  unteren  Teil  des  Pipetten¬ 
raumes  angebrachten  Marke  bis  zum  obersten  Ende  um¬ 
faßt  .)()  ccm.  Von  diesen  entfällt  auf  den  kapillaren  Teil 
1  ccm,  der  in  äO  Teile  zu  je  0,02  ccm  geteilt  ist,  so  daß 
0,01  ccm  abgelesen  werden  kann.  Der  darunter  liegende 
leil  hat  Marken  in  größeren  Abständen,  die  letzte  (2,5  ccm) 
am  Ausgang  des  Mittelteiles.  Das  obere  Ende  des’  genau 
geteilten  Meßrohrcs  kommuniziert  durch  einen  doppelt 
durchbohrten  Hahn  entweder  mit  einem  kapillaren,  zur 
Außenluft  führenden  Rohr  a  oder  mit  einem  Aufsatz  b, 
der  ebenfalls  seine  Wrbindung  durch  ein  Kapillarrohr 
eihtdt.  Dei  unteie  Feil  des  Pipettenraumes  kommuniziert 
duich  einen  Hahn  f  entweder  mit  einem  kleineren  Vorrats- 
Kium  d,  odei  mit  einem  Rohr  c;  c  und  d  c'crcinigcn  sich 
an  ihrem  unteren  Ende  zu  einem  Ansatzstück.  5on 
diesem  führt  ein  dickwandiger  Schlauch  von  etwas 
giößerer  Länge,  als  die  Höhe  des  gesamten  Apparates 
beträgt  (Druckschlauch),  zum  Reservoir  H. 

Der  ganze  Apparat  muß  aus  starkem  Glas  angefertigt 
sein;  er  wird  in  einem  losten  Stati\'  ciugeklammert. 


l’iii  lU'n  Hals  \()n  11  wiid  ein  staiker  Hialil  mit  Selilinue 
betest is^t,  mit  der  man  dieses  (udaLi  in  xia seliiialenen  Hohen 
lixiereii  kann.  Die  Sehlilfe  miissen  tadellos  Innktionieren, 
so  tl<d.l  mir  eine  i^iMini^e  Spin  b'ett  notwendig!;  ist,  nm 
einen  absolut  Inftdiehten  W'rsrblnl.’)  her/.nstellen.  inlolpc' 
des  starken  Dniekes  dnreti  die  Onecksilbc'rl i'ilinnit  müssen 
die  Hälmc'  dnreh  ('inmmil)änder,  odi'r 
besser  noch  durch  Dralitspiralen  so  li- 
xii'i't  sein,  daß  sie  bei  einer  Drnck- 
erhblnme  nicht  herans>j:i'schlenderl  wer¬ 
den  k(  innen. 

N’enerdin.qs  sind  Anordnnni^en  an- 
pm^etien  (und  im  Handel),  bei  welchen 
der  stanze  (dasajiparat  in  einem  mit 
W  asser  i^efüllten  Behälter  einpcscblossen 
ist,  was  ilie  spätere  F>erectmumt  sicherer 
macht.  Bei  konstanten  Temperatnr- 
verhältnissen  im  Wrsnclisranm  (ca.  1 
(irad  Differenz)  sind  sie  entbehrlich. 


Bestimmung  der  Alkalireserve  des 
Blutes  nach  van  Slvke. 


fsi 

. 

(J; 

> 

f  ! 
\z 

Alih.  Uli. 


Prinzip:  Ans  dem  mit  0,.')'^^, ii^er  (’O.^ 
im  ('deich, (.gewicht  befindlichen  Plasma 
wird  die  p^esamte  Kohlensäure  ilnrch 
Schwefelsänre  in  Freiheit  ,t<esetzt ;  aus  dem  erhaltenen, 
am  Apparat  ab.itelescncn  ^’olnmen  wird  der  Wert  berechnet 
oder  ans  einer  Tabelle  abeelesen. 


Xotwcndipw’  Lösnn.pwn:  1.  l%ifj:e,  ('().,-freie  Am- 
moniaklösun,!:;;  um  eine  absolut  kohlensänrefreie  Lösun,^; 
zu  {Gewinnen,  wird  die  Ammoniaklösnn,!^  mit  Bariumhydrat 
versetzt,  vom  ans,itefallenen  Carbonat  abfiltriert  und  ein 
eventueller  I'berschnß  an  Piarinm  mit  Ammonsnlfat  aiis- 
getällt.  ‘d.  Schwefelsäure,  lO^ni.y,  ß.  ( iktylalkohol,  se¬ 
kundär  I  (Kahlbanm);  wenn  nicht  beschaffbar,  fi;ewöhn- 
licher  Caprvlalkohol. 

Die  P>estimmnn!<  der  (lesamtkohlensänre  des  Plasmas 
hat  zur  Voratissetznny,  daß  das  Plasma  bei  der  l'nter- 


rinciisscn,  Mikronu-tlnKlik.  ti.  Aiifl. 
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sucliung  im  (ilcicligewicht  mit  dem  COa-Gclialt  der  Alveolar- 
lidt  ist.  Schon  bei  kurzem  Aussetzen  an  Luft  dunstet  (  O., 
ub.  Man  muI3  also  entweder  das  Blut  unter  Paraffin  auf- 
tangen,  was  immerhin  kompliziert  ist,  oder  ~  einfach  — 

Kohlensäure  sättigen.  Man 
verfährt  hiezu  folgendermaßen. 

IVIan  läßt  das  Blut  direkt  aus  der  \"ene  in  ein  graduiertes 
/entnfugenglas  einlaufen,  welches  (),ö%  der  zu  ent'- 
nehmenden  Bhitmenge  an  feingepulvertem  Kaliumo.xalat 
enthält.  W  ill  man  also  10  ccm  Blut  entnehmen,  bringt 
man  vorher  in  das  Zentrifugenglas  g  fein  gepulvertes 
Kalmmoxalat  und  läßt  das  Blut  direkt  aus  der  Nadel 
unter  leichtem  Bewegen  des  Glases  in  dieses  hereinlaufen. 
Am  Ende  schüttelt  man  einige  Male  vorsichtig  um.  Die 
\ene  darf  nicht  zu  sehr  gestaut  sein.  Am  besten  ist, 
überhaupt  ohne  jegliche  Stauung  zu  entnehmen:  war 
eine  solche  nicht  zu  umgehen,  so  ist  sie  sofort  nach  dem 
Einstechen  der  Nadel  zu  entfernen.  Mindestens  eine 

Stunde  vor  Entnahme  ist,  wenn  man  normale  Verhältnisse 
haben  will,  stärkere  Muskeltätigkeit  zu  vermeiden. 

fl  Das  Blut  wird  in  üb¬ 

licher  W'eise  zentrifu¬ 
giert,  das  Plasma  abge¬ 
hoben  und  kurz  vor 

dem  Versuch  in  folgen¬ 
der  W'eise  mit  Kohlen¬ 
säure  gesättigt.  Man 
stellt  sich  eine  kleine 
Apparatur  in  Form  der 
Abb.  .30  her.  ln  dieser  ist  A  ein  Scheidetrichter,  der 

bei  dei  gewöhnlichen  \  ersiichsanordmmg,  bei  iler 

man  ungefähr  3  ccm  Plasma  verarbeitet,  ca.  .300  ccm 
Inhalt  hat.  Mit  seinem  unteren  Ende  durch  einen 
Sch.lauch  verbunden  ist  eine  mit  einem  Gummi¬ 
stopfen  ver.schlossene  Flasche  B;  durch  die  eine  Bohrung 
des  Stopfens  geht  das  Verbindungsrohr  c  zum  Scheide- 
tiichter,  das  dicht  unter  dem  Stopfen  endet,  durch  die 
andere  Bohrnng  das  Rohr  d,  welches  bis  fast  auf  den 
]3oden  der  Flasche  reicht.  Die  Flasche  B  ist  mit  Glas- 
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prilcn  m'l'iillt.  Man  in  (k'ii  Scheidet  lichter  ca.  d  rein 

Plasma  und  alnu't  mm  dnrcli  das  Ivolir  nach  .rjcwöhnlichcr 
IMnatninm:  titd  ans.  l^eim  Dmcheani;  durch  P)  schläi^t 
sich  die  l'cnclil  i.^keit ,  die  sonst  hchler  erzen, e'en  könnte, 
auf  den  ('dasknij;eln  nieder;  durch  c  entweicht  die  kohhm- 
sänrehalti,ij;e  Lnft  in  den  Scheidetricliter  A  und  verdrängt 
dort  ilie  d.irin  enthaltene  Lnft.  rnmittelbar  nacli  der 
Ansatmnng  setzt  man  den  Stöpsel  f  anf  den  Scheidetricliter 
ant  lind  schlieBl  ihn  auch  nach  di'r  anderen  Seite  durch 
den  Hahn  ,g  ab.  Man  entfernt  den  Scheidetrichter  \-om 
Schlauche  mul  sätti,gt  durch  laipgsames  Drehen  das  Plasma 
vollständig  mil  der  ('( ).,dialti,gcn  Alveolarlnft.  Cienaner 
ist  es,  statt  iler  Ansatmiingslnft  eine  r),r)°o  kC).,  enthaltende 
Lnftmischnng  anznwenden,  die  man  ans  einer  (lasflaschc 
durch  den  Apparat  schickt'),  ^’nr  Beginn  der  \'ersnche 
muH  der  Apparat  (Abb.  29)  mit  reinem  Oiiecksilber  gefüllt 
werden,  und  zwar  muß  die  Menge  des  Quecksilbers  so  groß 
sein,  daß  der  ganze  Apparat  mit  der  Schlanchverbindnng 
lind  dem  unteren  Drittel  von  H  gefüllt  ist.  Bei  neu  in 
Benntznng  kommenden  Apparaten  ist  außerdem  eine 
Kalibrierung  erforderlich,  indem  man  einen  bestimmten 
■feil  des  graduierten  Rohres  mit  destilliertem  Wasser  füllt 
lind  nach  Herausdrücki'u  des  Wassers  durch  das  Kapillar¬ 
rohr  a  mit  der  Waa,ge  feststellt,  ob  das  (lewicht  dem  an¬ 
gegebenen  Volumen  entspricht.  Zur  Prüfung  anf  Dichtheit 
stellt  man  den  Hahn  e  so,  daß  der  Apparat  mit  der  äußeren 
Lnft  dnndi  b  kommuniziert,  und  den  Hahn  f  ebenfalls  anf 
Kommunikation  wm  (1  mit  dem  unteren  Teil.  Man  hebt 
nun  H,  das  man  zu  ungefähr  ^4  mit  Quecksilber  .gefüllt 
liat,  so  weit,  daß  der  ganze  Ajiparat  mit  Quecksilber 
.gefüllt  ist  lind  noch  ein  geringer  Teil  über  dmn  Hahn  e 
steht.  Dann  schließt  man  durch  Drehung  \-on  e  das 
graduierte  Rohr  \-ollstänidig  \-on  der  Anßenbift  ab  und 
senkt  11  so  tief,  wie  der  Schlauch  reicht.  Bei  Wieder- 
erhebimg  zum  früheren  Niveau  muß  siidi  die  infolge  des 
Senkens  \'on  H  lallende  Quecksilbersäule  unter  Icii'htem 
-Xns'hlagen  wieder  bis  zum  H  dine  einstellen. 


b  Der  (  Oj-Gehalt  der  .Ausatinuii.gsluft  schwankt  zwischen  1  und 
l'iir  die  klinische  Hewerlun.g  s]>ielt  das  keine  Itolle. 


12* 


l.St) 


Ziiin  P>cp;inii  jedes  W-rsuches  f^eiit  man  von  dem  \-oll- 
standi^  mit  Quecksilber  f,mfüllUn  Apparat  aus,  wobei 
dei  Halm  e  so  stehen  muß,  flaß  eine  Kommunikation 
des  ttradnierten  Rohres  mit  dem  Ansatzstück  1)  herftestellt 
ist  und  durch  cntsjM'echende  Stellnn,e;  des  Xivcaiiitefaßes  H 
das  Quecksilber  die  Ivapillarc  am  unteren  Irnde  nou  1) 
ganz  füllt. 

Durch  Kinfüllen  von  Ammoniakldsung  in  das  Teil  b 
entfernt  man  ans  diesem  sämtliche  Sänrespnren.  Man 
pipettieit  rlas  Ammoniak  wieder  heraus  bis  auf  einen 
kleinen  Rest  und  unterschichtet  diesen  mit  einer  Pipette 
mit  1  ccm  des  vorbereiteten  Plasmas.  Hei  gleicher  Hahn¬ 
stellung  senkt  man  das  Ni\eaugefäß  H  so  tief,  daß  das 
Plasma  in  das  graduierte  Rohr  hereingezogen  wird.  So¬ 
bald  der  größte  Teil  des  Plasmas  den  Hahn  e  passiert 
hat,  ohne  daß  jedoch  Luft  angesaugt  worden  ist,  wird 
dieser  geschlossen,  so  daß  das  Rohr  keinerlei  \Trbindung 
mehr  mit  der  Außenluit  hat.  Man  gibt  dann  in  b  zu¬ 
nächst  ca.  0,1  ccm  destilliertes  Wasser,  läßt  diese  unter 
Senkung  von  bl  durch  Öffnung  von  e  zum  Plasma  fließen, 
indem  man  ebenfalls  darauf  achtet,  daß  nocli  etwas 
Idüssigkeit  in  b  bleibt,  wiederholt  diese  Manipulation 
mit  weiteren  0,.')  ccm  destilliertem  Wasser,  das  ungefähr 
Yi  rrojifen  Qktylalkohol  enthält  und  gibt  endlich  unter 
gleicher  \’orsichtsmaßregcl  (),.")  ccm  I0",,ige  Schwefel¬ 
säure  dazu.  Die  hdüssigkeit  muß  genau  den  Raum  vom 
oberen  Ende  des  kalibrierten  Rohres  bis  zur  Marke  2,,') 
emnehmen,  widrigenfalls  ist  etwas  Wasser  uachzusaugen. 
Man  schließt  nun  durch  Drehung  des  Hahnes  e  den  gra¬ 
duierten  Teil  \’ollständig  gegen  außen  ab  und  führt  das 
Xiveaugeläß  11  ganz  tief,  woilurch  infolge  Ausbildung 
eines  \’akuums  die  Flüssigkeit  in  den  Ramm  (i  herein¬ 
gesaugt  wird  und  das  Quecksilber  nur  bis  zum  Hahn  f 
steht.  Man  schließt  nun  auch  den  Hahn  f,  so  daß  die  ganze 
Idüssigkeit  in  dem  Raum  zwischen  den  Hähnen  e  und  f 
eingeschlossen  ist.  Durch  ungefähr  lömaliges  l’mdrehen’) 


')  töne  neue  Konstruktion  erlaubt  dieses  l ini.se hü tteln  ohne 
I  lerausnehmen  iles  .Apparates  .aus  Llem  Statixa 
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<li"<  ;iu^  dem  Slati\-  heraus, e:t'ni)mnuMU'n  .\i)pai'ates  wird 
die  eesamtt'  Kohlensäure  Iri'i  .manaeht.  Man  befestigt 
wieder  am  Slati\  ,  stellt  dniadi  Drehen  xon  f  die  Kommu¬ 
nikation  \'on  ('i  und  d  her  und  lälU  dmeh  Senken  \dn  II 
dii'  hdü-siij;keit  aus  ('i  ua(di  d  l'lieüeu,  wobei  man  daraul’ 
achten  nmb,  dal.i  kein  (uis  mit  heraus.m'ht  ;  es  muLi  also 
t’ine  ^an/,  pauauf^c'  Mim.^e  hdüssis^keit  im  untersten  Teile 
\-ou  t'i  bleiben.  Xuumehr  dreht  mau  f  so,  dab  e  mit  (i 
kommmh/.iert  tmd  hebt  II  >o  weit,  l)is  sein  Xix'cau  dem 
sieh  eiustelleuden  O  nee  k  si  1  her  niveau  im  ^radiiiertcu 
Rohr  euts]iri(dit.  l'nter  diesen  Bedin,!.;uu,tten  eri^ibt  die 
.Vblesuu,;;  am  .ttraduierteu  Rohr  (bei  der  der  kleine  über 
dem  (.hiecksilber  stehende  Wasserrest  wit'  Ouecksilber  zai 
reehneu  ist)  die  Meus^e  der  entwi(d\'elten  Kohlensäure.  Da 
man,  wie  oben  erwähnt,  b  cem  Plasma  mit  Ct ).,,  ^a'stätti.pd  hat, 
hat  man  ^enüs^end  Material,  um  sofort  einen  Kontrolh  ersuch 
anzns(  hließen. 

Die  Berechmm.it  der  C().,-Kapazität  (Alkalircser\e)  des 
Plasmas  erfolgt  nach  \  an  Slyke  in  ,genü,gender  Annähenm.g 
nach  der  I'ormel 


X 


B 

•  fldbaN— 'I.27  t)  (V— O.lbb 


O.bb'i  t). 


In  tlieser  Formel  bedeutet  .\  die  auf  b  und  7b()  ccm  re¬ 
duzierten  ccm  COo,  die  I  ccm  Plasma,  das  bei  ‘20"  im 
( rleich, gewicht  mit  .Vh’eohirhü  t,  bzw.  einer  .’),.'i'\pgen  CO.,- 
I.ösnng  ist,  als  Bicarbonat  Irindet.  B  ist  der  abgelesene 
Barometerdruck,  t  die  Temperatur  (Pentigrade) ,  \'  die 
am  Apparat  ab, gelesene  CO^-Menge  in  ccm. 


Fm  die  Rechnung  zu  \-ereinfachen,  haben  xam  Slyke 
und  ('nllen  beifolgende  Tabelle  (S.  1N2)  anfgcstellt,  aus 
der  man  für  Temperaturen  zwischen  1.7"  und  .50"  sofort 
die  ,,Alkalircser\e“  für  100  ccm  Plasma  ablesen  kann, 

wenn  man  das  Produkt  \'  ■  (  Ablesung  in  ecm. 


Barometerstand  zur  Zeit  des  \'ersuches  (mm) 

700 


ausgercadmet 


h.at.  Für  Zwischentemperaturen  muß  natürlich  interpoliert 
werden. 
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V  .  . 

7()() 

100 

als 

ccm  Plasma  binden 
Picarbonat  ccm  C(). 
(0 '  und  7bU  mmj 

V.  ß 

ll)t) 

als 

ccm  Pliisma  binden 
liicarbnnat  ccm  CO. 
(O"  und  TOU  mmJ 

15" 

1  20" 

[  25" 

30" 

/oU 

1,5" 

20" 

i  2,5" 

!  30" 

(»,20 

M 

i,  9.1 

9,9 

10,7 

11,8 

0,60 

47,7 

48,1 

48,5 

48,6 

0,21 

;  10,1 

10,9 

11.7 

12,6 

0,61 

48,7 

49,0 

49,4 

49,5 

0,22 

1  1,0 

11,8 

12,6 

13,5 

0,62 

49,7 

50,0 

50,4 

50,4 

0,2:1 

12,0 

12,8 

13,6 

14,3 

0,63 

50,7 

51,0 

51,3 

51,4 

0,24 

13,0 

13,7 

14,5 

15,2 

0,64 

51,6 

51,9 

52,2 

52,3 

0,2.ä 

13,9 

14,7 

15,5 

16,1 

0,65 

52,6 

52,8 

53,2 

53,2 

0,20 

1  1,9 

15,7 

16,4 

17,0 

0,66 

53,6 

53,8 

54,1 

5  1,1 

0,27 

15,9 

!  16,6 

17,4 

18,0 

0,67 

51.5 

54,8 

55, 1 

55. 1 

0,28 

16,8 

17,6 

18,3 

18,9 

0,68 

55,5 

55,7 

56,0 

56,0 

0,29 

1,  17,8 

18,5 

19,2 

19,8 

0,69 

56,5 

56,7 

57,0 

56,9 

0,30 

,  18,8 

19,5 

20,2 

20,8 

0,70 

57,4 

57,6 

57,9 

57,9 

0,31 

i  19,7 

20,4 

21.1 

21,7 

0,71 

58,4 

58,6 

58,9 

58,8 

0,32 

20,7 

21,4 

22,1 

22,6 

0,72 

59,4 

59,5 

59,8 

59,7 

o,:i3 

21,7 

22,3 

23,0 

23,5 

0,73 

60,3 

60, ,5 

60,7 

60,6 

0,34 

22,6 

23,3 

24,0 

24,5 

0,74 

61,3 

61,4 

61,7 

61,6 

0,35 

|23,6 

24,2 

24,9 

25,4 

0,75 

62,3 

62,4 

62,6 

62,5 

0,36 

!  24,6 

25,2 

25,8 

26,3 

0,76 

63,2 

63,3 

63,6 

63,4 

0,37 

2!o,5 

26,2 

26,8 

27,3 

0,77 

64,2 

64,3 

64,5 

64,3 

0,38 

26,5 

27,1 

27,7 

28,2 

0,78 

65,2 

65,3 

65,5 

65, .3 

0,39 

27,5 

28,1 

28,7 

29,1 

0,79 

66, 1 

66,2 

66,4 

66.2 

0,40 

,  28,4 

29,0 

29,6 

30,0 

0,80 

67,1 

67,2 

67,3 

67,1 

0,41 

29,4 

30,0 

30,5 

31,0 

0,81 

68,1 

68,1 

68,3 

68,0 

0,42  , 

30,3 

30,9 

31,5 

31,9 

0,82 

69,0 

69,1 

69,2 

69,0 

0,43 

31,3 

31,9 

32,4 

32,8 

0,83  1 

70,0 

70,0 

70,2 

69,9 

0,44  ' 

32,3 

32,8 

33,4 

33,8 

0,84  ' 

71,0 

71,0 

71,1 

70,8 

0,45  1 

33,2 

33,8 

;14.3 

:i4,7 

0,85 

71.9 

72,0 

72,1 

71,8 

0,46  , 

34,2 

34,7 

35,3 

35,6 

0,86 

72,9  1 

72,9 

73,0 

72,7 

0.47  i 

35,2 

35,7 

36,2 

36,5 

0,87 

73,9  j 

73,9 

74,0 

73,6 

0,48  1 

36,1 

36,6 

:47,2 

37,4 

0,88 

71,8  1 

74.8 

74,9 

74,5 

0,49  ■ 

37,1 

37,6 

:i8,i 

.38,4 

0,89 

75,8  j 

75,8 

75.8 

75,4 

0,50  ' 

38,1  1 

38,5  1 

39,0 

39,3 

0,90 

76,8  1 

7(),7 

76,8 

76,  1 

0,51  1 

39,1  ! 

39,5 

40,0 

40,3 

0,91 

77.8 

"7,7  i 

77,7 

77,3 

0,52  ! 

10,0 

40,4 

40,9 

41,2 

0,92 

78,7 

78,6  1 

78,7  1 

78,2 

0,53  ; 

41,0 

41,4 

41,9 

42,1 

0,93 

79,7 

79,6  j 

79,6 ' 

79,2 

0,54  ; 

42,0 

42.4 

42,8  , 

43,0 

0,94 

80,7 

80,5 

80.6  1 

80,1 

0,55 

42,9 

43,3 

43,8  • 

43,9 

0,95 

81,6 

81,5  1 

81,5  ’ 

81,0 

0,56  1 

43,9  i 

4  1,3 

44,7  i 

44,9 

0,96 

82,6 

82,5 

82.4  j 

82,0 

0,57  1, 

44,9 

45,3  1 

45,7  ! 

45,8 

0,97 

83,6 

83,4 

83,4 

82,9 

0,58  j, 

45,8 

46.2  , 

46,6 

46,7 

0,98 

8  1,5 

84,4 

84,3 

83,8 

0,59  1 

46,8 

•7,1 

47,5 

47,6 

0,99 

85,5 

85,3 

85,2 

81,8 

0,(i0  1' 

47,7 

48,1  i 

48,5 

48,6 

1 ,00 

86,5 

86,2 

86,2 

85,7 

Van  Slyke  und  Culk'n,  Journ,  of  biol.  Choin.  dO,  dlli. 
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Die  aus  der  Tabelle  ahi^adesenen  (korrii^ierten)  Werte' 
liei;en  hei  normalen  b'rwaehsenen  zwischen  77  mul 
(hei  Kindern  zwischen  hd  und  Ih),  hei  mäliiger  A(  idose 
zwischen  10  und  dO,  hei  starker  Acidose  unter  dO. 

Bestimmung  des  Sauerstoffes  und  des  Kohlenoxyds'). 

Prinzip;  Der  Sauerstoff  und  mit  ihm  das  -  wenn 
vorhandene  —  Kohlenoxyd  wird  durch  Zuj^ahe  von 
Ferrievankalium  in  h'reiheit  gesetzt  und  das  N'ohunen 
das  (lases  ahgclesen.  Ans  der  entwickelten  (iasmenge 
wird  durch  alkalische  Pvrogallolldsung  der  Sauerstoff  ab¬ 
sorbiert  und  das  Volumen  des  zurhckhleihenden  Kohlen¬ 
oxyds  bestimmt.  Notwendige  Lösungen:  1.  Ammoniak¬ 
lösung;  h  ccm  ‘i-d'^pger  Ammoniaklösung  auf  1  1  auf¬ 
gefüllt;  ‘2.  Ferricyankaliumlösung,  gesättigt.  Zur  Fnt- 
fernung  vorhandenen  Sauerstoffs  ist  die  Lösung  aufzukochen; 
d.  alkalische  l’yrogallollösung.  10  g  Pyrogallol  werden 
in  200  ccm  einer  Lösung  \  ()n  100  g  Kalinmliydrat  in 
l.dO  ccm  Wasser  aufgelöst  ;  1.  Capryl-  oder  Oktylalkohol ; 
.d.  Saponin  in  Substanz. 

Der  Apparat  wird  zunächst,  wie  hei  der  Bestimmung 
der  Kohlensäure  beschrieben,  auf  Dichtigkeit  gejirüft. 
Um  die  .Ammoniaklösung  von  etwaigem  Gehalt  an  Sauer¬ 
stoff  zu  befreien,  wird,  nachdem  das  Quecksilber  ein  wenig 
durch  den  Hahn  e  in  den  Aufsatz  b  hereingedrückt  ist, 
ungefähr  0  ccm  .Ammoniaklösung  mit  d  Tropfen  C'aprvl- 
alkohol  und  eine  Messerspitze  Saponin  in  den  Aufsatz 
hereingetan,  durch  Offnen  des  Hahnes  e  und  Senken 
des  Reservoirs  der  größte  Teil  der  Lösung  in  den  Aiijxirat 
hereingezogen  und  nach  Schließen  des  Hahnes  e  die  herein¬ 
gezogene  Lösung  durch  Herstellung  eines  d'akuums  (wie 
bei  der  Kohlensäurebestimnnmg)  evakuiert.  Man  läßt 
dann  ebenfalls  das  Quecksilber  wieder  hochgehen,  läßt 
die  überflüssige  Luft  heraus  und  wiederholt  mit  der 
gleichen  Lösung  nochmals  die  Kvakuierung.  Alan  läßt 
nun  durch  Hahn  a  die  sauerstofffrei  gemachte  .Ammoniak¬ 
lösung  heraus. 

Bei  der  .Ausgangsstellung  für  den  A’ersuch,  d.  h.  \’er- 
bindung  des  Mittelteils  mit  .Aufsatz  b  und  Stellnng  des 


*)  Nach  vaii  Slyke. 
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ijiccksilhers  so,  daü  es  etwas  in  den  Teil  b  liereinraLT 

den’ni  ^‘'■^‘knierten  Ammoniaklösniif^  in 

den  Obei  teil  I)  „nd  schichtet  mit  einer  Pipette  2  ccm  Blnt 

unter  die  Losung.  Das  Blnt  war  vorher  defrihrimert 
und  durch  Schütteln  an  der  Lnft  mit  Sauerstotf  gesätticT 
•'lan  7,ieht  mm  die  iMiscli-”"  . . '  •  - 


.  .  ’  -  * — -..iing  fast  vollständig  in  den 

Apparat  hcrem,  gibt  einige  Tropfen  der  Ammoniaklösung 
nach  lind  /.lelit  diese  auch  in  den  Apjiarat.  Darauf  gibt 
man  m  gleicher  Weise  0,1  ccm  der  gesättigten,  durch  Auf¬ 
kochen  luttfrei  gemachten  Ferricyankaliurnlösung  nach 
gibt  ebenfalls  noch  etwas  Whisser  in  den  Aufsatz  und 
zieht  dieses  nach,  so  dal3  noch  etwas  Flüssigkeit  über 
dem  Dahn  e  steht  ).  Man  schließt  diesen  Hahn,  wenn  es 
noch  nmht  geschehen  war,  und  macht  nun  die  Analyse 
m  gleicher  W  eise,  wie  es  für  die  Bestimmung  der  Kohlen¬ 
säure  beschrieben  worden  ist. 

Die  Ablesung  des  Gas^•olumens  kann  auch  vorgenommen 
werden,  ohne  daß  das  Whisser  beseitigt  wird.  Afan  kann 
indem  man  die  ldüssigkcit  den  gleichen  Weg  wieder  hoch¬ 
steigen  laßt,  die  Ablesung  direkt  \-ornehmen,  wenn  man 
das  spezifische  Gewicht  der  W'assersäule  berücksichtigt 
Da  das  spezifische  Gewicht  des  Quecksilbers  II  mal  hölier 
ist  als  das  des  Wassers,  muß  man  den  Quecksilberspie-el 
im  Reserx-oir  so  einstellen,  daß  er  etwas  höher  steht  als  der 
Quecksilberspiege!  im  l^ohre,  und  zwar  um  >/,,  der  Höhe 
<Ier  Whissersäiile.  Die  Ablesung  erfolgt  nach  dieser  Ein- 
.stellung  am  .^^emskus  der  Whissersäule. 

Zur  Bestimmung  des  Kohleno.xyds  wird  der  Sauer¬ 
stoff  aus  dem  mit  Ferricyankalium  freigesetzten  Gras¬ 
gemisch  durch  Pyrogallol  absorbiert.  Hierzu  gibt  man  bei 
.geschlossenem  Hahn  e  in  den  Aufsatz  ß  ccm  der  Pyrogallol- 
lösung,  öffnet  nun  den  Hahn  e  und  zieht  durch  Senken 
des  Reservoirs  \-orsichtig  die  I'lüssigkeit  bis  auf  einen 
überstehenden  Rest  in  den  Mittelteil  herein.  Man  schließt 
(len  Hahn  e,  evakuiert  wieder  in  bekannter  Weise,  mul 
schüttelt  ini  \’akuum  1  .Minute  gut  durch.  .Man  läßt  ietzt 
das  ubrigbleibende  Gas  in  üblicher  W’cise  wieder  nach  oben 


')  Zur  he.s.seren  .MniirliUing  «iht 
sill)fr  herauf. 


man 


einen  Tro])fen  (lueck- 


stc'ii^c'n,  wieiliM'  etwas  l’vrof^allolU'isuiitj;  in  den  .\ul- 

satz,  zielit  wieder  x'orsiehti;^  ein  und  evakuiert  naeli 
Seliließen  des  Halmes  e  noehinals.  Man  lädt  dann  wieder 
bis  oIh'ii  sti-ii^en  und  liest  nntei'  Henieksiehti.min^t  d('s 
"l'eliziselien  (iewiehtes  \()n  l^'Hissi.^keit  und  Oneeksilber 
das  \  olnnien  dt's  KohU'iKiwds  ab.  Ist  die  .\bksnnj4  iid<ilj.t( 
tler  starken  I  )nid\elfaiinin!.t  der  Px'ronallollbsnnit  nielit 
möi^iit'h,  so  kann  man  durcli  Irinbrini^en  x'on  etwas  wiißri^er 
( )ktylalkohollösnn!;-,  die  man  unter  den  wiederholt  ge¬ 
nannten  \’orsi(htsmadregeln  einflieben  lid.U,  einen  neuen 
Meniskus  entstehen  lassen. 

Das  abyele.senc  \h)lnmen  für  Sauerstoff  wird  in  be¬ 
kannter  Weise  anf  7b()  mm  und  0  (irad  reduziert,  ans 
dem  abyelesenen  (-'0-\'olmnen  wird  der  wahre  ('O-Ch  halt 

berechnet  lUK'h  der  h'ormel  .\  v  •  (b.hhh — 0  00  Ki  t ) 
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Anhang. 

Die  Bestimmung  der  Wasserstoffionenkonzentration 
(des  Wasserstoffexponenten  — -  p^^  — )  durch  Indi¬ 
katoren. 

Verfahren  nach  L.  Michaelis. 

Die.se  Methode  gehört,  streny  i^enommen,  nicht  eigent¬ 
lich  in  das  hier  behandelte  (icbic't;  immerhin  may  sie 
als  Krgänznn.y  manchem  angenehm  sein,  besonders  da 
sie,  obgleich  anf  strengster  theoretischer  Basis  anfgebant, 
ohne  \  orkenntnisse  schnc‘11  nnd  sicher  ansznfiihren  ist. 
Sie  ist  geeignet  Ihr  Harn  nnd  andere  iihysiologische 
h  1  üssigkeiten ,  auch  für  Xährflüssigkeiten  nsw. 

Prinzip:  .Anf  ('riamd  elektrometrischer  .Messung  werden 
mit  mehreren  Indikatoren,  mit  einem  rmschlag  \a)n  farb¬ 
los  nach  gefärbt,  Keihen  hergestellt,  deren  l'ärbmig  mit 
abnehmender  Wasserstol  lionenkonzentration  intensi\'er 
wird.  Die  so  hergestellten  h'ärbungen  dienen  als  Testobjekte 
gegenüber  der  in  der  zu  untersuchenden  h'lüssigkeit  mit 


KS() 


Ifilte  des  gleichen  Indikators  hergestellten  Färbung.  Wird 
eine  schon  an  sich  gefärbte  Lösung  untersucht,  .so  wird 
als  Vergleichsobjekt  die  Färbung  einer  Lösung  bekannter 
W  asserstoffionenkonzeutration  d-  Kigenfärbnng  der  unter¬ 
suchten  Flüssigkeit  genommen. 

Notwendige  Reagentien:  1.  0,():i3%ige  wäßrige 
Losung  von  /9-Dinitrophenol ;  2.  0,05o;,ige  wälßrige  Lösung 
von  n(l-2,l)-Dmitrophenol:  3.  (),()25%ige  wäßrige  Lösung 
von  y-Dimtrophenol;  1.  (),l%ige  wäßrige  Lösung  von 
p  Nitrophenol ;  5.  0,3%ige  wäßrige  Lösung  von  m-Nitro- 
phenol;  b.  *  Normal-Xatrinmcarbonatlösung ;  7  Kochsalz¬ 
lösung  0,<Sr)%ig;  8.  Kochsalzlösung  2%ig. 

Zur  Herstellung  der  Testlösungen  werden  Reagens- 
ghLei  gleicher  Weite  man  j)rüft  dies,  indem  man  in  jedes 
Röhrchen  die  gleiche  Menge  Wasser,  z.  B.  10  ccm  gibt 
das  dann  gleich  hoch  stehen  muß  —  ausgesucht  und  mit 
jedem  Indikator  8 — 9  iVIischnngen  verschiedener  Intensität 
entsprechend  den  verschiedenen  W  asserstoffionenkonzen- 
trationen  auf  folgende  WTise  hergestellt.  Für  Reihe  1 
werden  5  ccm  der  /f-Dinitrophenollösung  mit  '  Normal- 
Sodalösnng  auf  ÖO  ccm  verdünnt,  für  die  anderen  Reihen 
werden  von  den  Indikatorlösnngen  2 — .ä  ebenfalls  mit 
Sodalösung  die  gleichen  \'erdünnnngen  hergestellt.  Die 
Mischung  dieser  Lösungen  mit  ' Normal-Sodalösnng 
in  \  erschiedenen  \  ei  hältnissen  ergibt  die  erforderlichen 
\’ergleichslösungen.  Die  Abmessungen  sind  sehr  genau 
vorzunehmen.  Es  ergeben  sich  dann  folgende  Reihen: 


Keihe  I 

Nr. 

Pu 

N’erd.  ^S-Dini- 
tropheiiol- 
lösung 

n  1 0  Soda- 
lösiing 

1. 

0,19  ccm 

0,.’)1  ccm 

2 

2,0 

0.70  „ 

0.21  ,, 

3. 

2,8 

l.lö  „ 

.3,8.')  ,, 

L 

3,0 

1.08  ,, 

.Äß2  „ 

ö. 

3,12 

2.11  ., 

1,30  „ 

Reihe  11 

Reihe  111 

Nr. 

Pu 

\'erd.  (/-Hini- 
tropheuol- 
lö.sung 

n  in  Süda- 
lösung 

Pn 

\'erd.  p-Dini- 
Iroplu'iiol- 
lösnng 

n  1 n  Soda¬ 
lösung 

1. 

2,8 

0,81  ccm 

0, 19  ccm 

1,0 

0,7  1  ccm 

0,20  ccm 

2 

8,0 

0,78  ,, 

0,22  ,, 

1,2 

1,10 

8,90  ,, 

;l 

8,2 

1.20  „ 

8,80  ,, 

1,1 

1,08  ,, 

8,88  ., 

1. 

8,1 

1.71  ., 

8,20  „ 

1,0 

2,10  ,. 

1.00  .. 

d. 

8.0 

2, .80  ,, 

1,.80  „ 

1,8 

8,10  „ 

8,00  ,, 

(). 

8,8 

8.10  ,, 

8,00  ., 

8,0 

1,80  ,, 

2, .80  ,, 

/  . 

1,0 

1,00  ,, 

2,10  ,, 

8,2 

8,. 80  ,, 

1,.8()  ,, 

8. 

1.2 

8,70  ,. 

1,.80  ,, 

8, 1 

0,00  ,, 

o.io  ,, 

1). 

1,1 

0,70  ., 

0,80  „ 

Reihe  1\' 

Reihe  V 

Xr. 

Ph 

\'erd.  p- 
Nitrophenol- 
lösung 

n,  10  Soda¬ 
lösung 

Ph 

\’erd.  m- 
Nitrophenol- 
lösuiig 

n  10  Soda¬ 
lösung 

1. 

8,1 

0,10  ccm 

0,81  ccm 

0,8 

0,27  ccm 

0,78  ccm 

2. 

8,0 

0,28  „ 

0,78  ,, 

7,0 

0.18  „ 

0,87  ,, 

:l 

8,8 

0,10  ,, 

0,00  „ 

7,2 

0,00  ,, 

0,81  ,, 

1. 

0,0 

0,08  „ 

0,87  ,, 

7,1 

1,0 

0,0  „ 

5. 

0,2 

0.91  ,, 

0,00  ,, 

7,0 

1,8  „ 

8,8 

(3. 

0,1 

1,1 

8,0 

7,8 

2,8  ,, 

1.7  „ 

7. 

0,0 

2,08  „ 

1,02  ,, 

8,0 

8,0 

1,0  ., 

8. 

0,8 

8,0  ,, 

1,0  ,, 

8,2 

1,2  „ 

2,8  „ 

9. 

7,0 

1.08  ,, 

2,98  ,, 

8,1 

8,2 

1,8  „ 

Die  gefüllten  Reagensglaser  werden  etikettiert;  auf  das 
Rtikett  wird  die  Reihe  und  die  Xnmnier  sowie  der  pa 
notiert.  Sie  werdeir  mit  jxiraffinierten  Korken  Inftdicht 
wrschlossen  oder  /mgeschmolzen  und  halten  sich,  wenn 
anüer  ('lebraiuh  \'or  Licht  gescdiützt,  lange  Zeit  un- 
\erändert'). 


h  Ferti),'',*  Reihen  mit  allem  Zubehör  (liulikatoren,  Kom¬ 
parator  usw.)  sind  im  Handel  erhaltlieh. 


Zur  Bc'stiininunt^  der  \^’asscrst()ffi()ncnkonzentrali()n  einer 
tarido.-en  Ldsun,^  wird  foi.eiendcrmalien  verfahren:  .Man 
versetzt  in  einem  Reagensf^lasc  ^deichen  Kalibers  wie  die 
lestproben  (>  ccm  der  Flüssigkeit  mit  1  ccm  der  Stamm- 
losnngen  der  verschiedenen  Indikatoren,  ('.eben  mehrere 
Indikatoren  eine  Färbung,  so  wird  für  den  kolorimetri.schen 
\  ergleich  der  letzte,  eine  Färbung  gebende  Indikator 
\erwcndet;  wird  also  z.  B.  mit  Indikator  I,  2  3  eine 
Hirbimg  her\-orgebracht,  so  dient  die  Färbung  mit  3  znm 
\  erglcich.  Man  sucht  mm  einfach  ans  der  mit'demselben 
Indikator  hergestellten  Reihe  das  farbähnlichste  Test¬ 
röhrchen  lieraus.  Fntspricht  dieses  genau  der  mit  der 
\  ersuchslösimg  erhaltenen  Färbung,  so  kann  man  von 
dem  Ftikett  direkt  den  pu  alilesen;  liegt  die  Färbung 
zwischen  zwei  Teströhrchen,  so  interpoliert  man. 

Ist  (lie  Lösung,  deren  jrn  man  feststellen  will,  gefärbt, 
so  wird  der  \\  alpolesche  Komparator  (nach  Angabe 
von  .Michaelis)  angewandt.  Dieser  (Abb.  31)  besteht  aus 

einem  massi\-en  Holzblock,  in  den 
\'on  oben  b  Löcher  in  zwei  genau 
entsprechenden  Reihen  hereingebohrt 
sind,  in  deren  jedes  ein  Reagensglas 
bis  zu  ungefähr  zwei  Drittel  herein 
gesteckt  weiden  kann.  \  on  \'orn 
nach  hinten  sind  3  Löcher  durchge¬ 
bohrt,  deren  jedes  zwei  hintereinander 
stehende  Löcher  durchsetzt.  .Auf  der 
Rückseite  ist  eine  Matt.scheibe  an¬ 
gebracht:  aiiberdem  kann  eine  Blau- 
scheibe  vorgesetzt  werden.  Will  man 
z.  B.  Harn  aiil  seinen  p.,  untersuchen,  so  \-erfährt 
man  folgendermaßen.  In  ein  Rea, gensglas  gleichen 

Kalibers  wie  die  reströhrchen  bringt  man  2  ccm  Harn, 

I  ccm  2'’,,ige  Kochsalzlösung  —  der  ]),,  einer  Lösung 

wird  durch  .solche  \'crdünnimg  nicht  verändert  _ 

und  1  ccm  Indikator.  Man  steckt  dieses  ('das  in  die 
Bohrung  2  und  in  ilie  dahinterliegende  l^ohrung  ö 
ein  gleiches  Reagensgias  mit  Wa.sser.  ln  die  Bohrung  3 
biiugt  m.m  ein  Reagensgias  mit  2  ccm  des  gleichen  Harnes 
-f-  .)  ccm  2",,ige  Kochsalzlosung,  ln  Bohnm.g  (>  steckt 


.•\l)l).  :n. 


man  ilcr  K^mIic  narh  die  mit  dem  i;leiehen  Iiidikatur 
liers^eslidlten  Test  h'isunuen  und  heohaelitet  diiieli  die 
SehliH'her  <S  und  '.t,  hei  l'aid)!!!!;;*!!  welelieu  Ivdlirelieu^ 
in  Holinme;  <>  die  Idirhtieli'  in  den  beiden  ('luckdrxheni 
itk'ieii  wird.  Alan  hält  dazu  den  Komiiaiato!'  am  Insten 
^er;('n  Tai^eslieht ,  zuuäehst  mit  der  Mattselnähe:  sehr 
zweekmäBi!.;'  ist  die  xam  Alichaelis  empfohlene  llinter- 
sehaltunr;  der  Hlauselu'ihe,  wodmadi  die  Ouantitätsunter- 
>ehie(k‘  der  h'arhen  in  pu.ditätsuntersehiede  \(‘rwandelt 
weiaUm,  die  man  Inahuitend  genauer  ahlesen  kann.  Ist 
nach  Einl'iimten  eines  Ridirehens  in  (1  i^enan  gleiche  h'.irh- 
tiefe  erreicht,  so  puln  der  auf  diesem  Testn'ihrcheu  notierte 
direkt  den  pu  der  untersuchten  L(')sun,et  an.  l'nter 
l'mständen  mnLi  auch  hier  interjnjliert  werden,  l-'hr  Xidn- 
honillon  \erf;ihrt  man  in  panz  .etleicher  Weise,  mir  dah 
m.m  als  \’erdünnun.”'  ()..S,')'’,,ie:e  Kochsalzlösmpn'  \-erwendet. 

Sind  die  Lösiintten  sehr  stark  .i^efärbt  oder  getrübt, 
so  nimmt  man  für  die  A'ersuchslösunjj;  (in  ]->ohrun,rt  '2) 
1  ccm  Ihirn  nsw.,  .b  ccm  Koclsalzlösun^,  1  ccm  Indikator; 
für  die  Lf'smp^  in  lAohnmo  b  1  ccm  Harn  nsw.  -  b  ccm 
Kochsalzldsnnpc  Die  Ablesnn.it  und  das  sonstipu'  Wrfahren 
bleiben  mweräiuh'rt . 

.Modifikation  von  Häntiiläinen ,  Leikola,  AirilaD. 

Da  die  nach  Afichaclis  her^estellten  Indikatordauer¬ 
reihen  mit  den  \'ers('hiedenen  Indikatoren  sefir  ähnliche 
h'arbtöne  liehen,  haben  A’erfasser  eine  einzige  Reihe  her- 
f^estellt,  welche  zum  W'rpdeich  der  mit  den  \-erschiedenen 
Indikatoren  erzeuf^ten  h'ärbunpwn  dienim  kann.  Die.-e  wird 
fol)j;cndermaben  herrtestellt ;  10  i'cm  widiri^e  0.0.b",,i”c 

Lösuntt  \-on  e-Dinitrophenol  werden  (,rtenau  wie  auch 
Mi('haelis  anpdlü)  mit  n  10  Xatriumcarbonatlösun.i;’  aul 
100  ccm  \a-rdüunt.  Die.-e  (H)  dient  zur  Herstellung^  der 
Röhrchen  1  IX.  hiir  X  und  XI  wird  nur  mn’erdünnte, 
0,0.')'h,i!.ie  isDinitro])henollösunit  (.\)  benutzt.  Der  .Ansatz 
der  verschiedenen  Röhrchen  ist  der  fol.m'nde; 


b  Skanüinav.  .\r(jlü\-  fiir  i 'h y.sioloi.;ie  I!i2ä.  Od.  l.'l,  S.  211. 


I 

II 

III 

IV 

V 

Ivilvil 

0,51 

0,78 

1,20 

1,74 

2,50 

3,40 

4,6o! 

'III  IX  X  I  XI 


Dinitrophenol- 

lösung,  verdünnt 

(ß) 

Dinitrophenol- 
lösnng,  unver¬ 
dünnt  (A) 
n'lO  Xatrium- 
carbonatlösung 


'  '  1 0,77  0,85 

'  I 

4.50'3, 60,2, 40  1,30  0,30  6,23  6,15 


6,49  6,22  5,80  5,26 

i  I 

Die  Reagens, t^läser  werden  entweder  mit  paraffinierten 
Korken  verscldossen  oder  noch  besser  zngeschmolzen 
Znr  Bes  immnng  des  p.,  verfährt  man  genau  wie  vor- 
hei  bei  der  Methode  von  Michaelis  angegeben.  Die 
ndikatorlosungen  sind  die  gleichen,  auch  der  Vergleich  im 
Komparator  erfolgt  genau  in  gleicher  Weise,  nur  mit  dem 
l  iitci schied,  dal3  eben  die  eine  Reihe  für  alle  Indikator¬ 
gebiete  benutzt  wird.  Je  nachdem,  welcher  Indikator  zur 
'  rzielung  der  Färbung  in  der  zu  untersuchenden  Lösung 
benutzt  worden  ist,  ergeben  sich  bei  Farbengleichheit 
mit  einem  der  Standardröhrchen  folgende  pn-Werte. 


•1 

Xr. 

a-Dinitro- 

phenol 

3'-Dinitro- 

phenol 

p-Nitro- 

phenol 

ni-Xitro- 
1  phenol 

I 

2,8  , 

1 

i 

3,2 

6,8 

II  „ 

3,0  1 

3,1 

7  0 

III 

3,2 

3,(3 

7 

IV 

3.1  ; 

i  3,7.1 

7, .'Fl 

3,b  i 

3,9 

7,1.') 

VI 

,  li 

8,8  i 

3,0 

(i.O.'i  i 

7,(3 

VII  ; 

1,0  I 

(3,2 

7  7 

VIII  :■ 

1,2  i 

1 

(3,3.'i  ; 

7.7.) 

IX 

1,1  ; 

<v> 

7  8 

X 

i,()  ; 

1 

(3,(3 

7,9 

XI  ' 

1,8  I 

(3,7  ' 

8.0 

^  Das  Reihenkolorinieter  Mi.gos')  erlaubt  auf  Grund  die.ser 
latsachen  die  Fe.ststclliing  des  p„  in  besonders  einfachcr 
\\  eise. 
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